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Einleitung
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1. Einleitung
Natürliche Fette und Öle sind nachwachsende und – als Quelle von Fettsäuren – sehr begehrte
Rohstoffe für die chemische Industrie. Insbesondere die Fettsäuren sind aufgrund ihrer viel-
fältigen Anwendungsmöglichkeiten wertvolle Synthesebausteine für die Oleochemie [1]. Bis
heute wird das enorme Potential von Fettsäuren jedoch noch immer unterschätzt. So dominie-
ren in der industriellen Fettchemie nach wie vor Reaktionen an der Carboxyfunktion von Fett-
säuren. Dabei sind es aber vor allem die Kohlenstoffketten ungesättigter Fettsäuren, die in
mehrfacher Hinsicht interessante Perspektiven für die Nutzung von Fetten und Ölen eröffnen.
Zum einen ermöglichen die C=C-Doppelbindungen ungesättigter Fettsäuren neue Synthese-
reaktionen und damit Zugänge zu neuen Produkten [2]. Zum anderen sind die Positionen und
cis/trans-Konfigurationen der C=C-Doppelbindungen sehr eng verknüft mit den (ernährungs-)
physiologischen Eigenschaften von Fettsäuren und deren (potentieller) Nutzung als „Funktio-
nelle Lebensmittel (Functional Food)“ [3].
So wird z.B. die Ölsäure (cis-9-Octadecensäure) mit einem Anteil von ca. 75% am Fettsäure-
spektrum des Olivenöls u.a. verantwortlich gemacht für die positiven Folgen einer mediterra-
nen, d.h. olivenölreichen, Ernährung auf den (LDL-)Cholesterinspiegel [4]. Ein hoher Verzehr
von trans-Fettsäuren wie der Elaidinsäure (trans-9-Octadecensäure) führt im Gegensatz dazu
zu höheren Cholesterinspiegeln und einem erhöhten Risiko koronarer Herzerkrankungen [5].
Die Fraktionierung von Fettsäuren mit positiven (ernährungs-)physiologischen Eigenschaften
aus natürlichen Fetten und Ölen oder Fettsäuregemischen gestaltet sich mit herkömmlichen
physikalischen oder chemischen Methoden z.T. recht schwierig. Ihre Anreicherung oder Iso-
lierung mit Hilfe selektiver Lipasen (Triacylglycerinacylhydrolasen, E.C. 3.1.1.3) hat sich in
der Vergangenheit hingegen ausgezeichnet bewährt. So konnten z.B. ausdrücklich zum Ver-
zehr empfohlene mehrfach ungesättigte w-3- und w-6-Fettsäuren wie die Docosahexaensäure
(all-cis-4,7,10,13,16,19-Docosahexaensäure) und die g-Linolensäure (all-cis-6,9,12-Octadeca-
triensäure) aus Fischölen bzw. Borretsch- oder Nachtkerzenöl mit einer Lipase von Rhizomu-
cor miehei erfolgreich fraktioniert werden [6].
Eine notwendige Voraussetzung für die Nutzung von Lipasen zur Anreicherung spezieller
Fettsäuren aus natürlichen Fetten und Ölen oder Fettsäuregemischen ist die Bestimmung ihrer
Substrat- bzw. Fettsäureselektivität. Sie stand im Mittelpunkt der vorliegenden Dissertation.
Dabei interessierte vor allem die Frage, ob Lipasen zwischen ungesättigten Fettsäuren diffe-
renzieren, die sich lediglich in der cis/trans-Konfiguration ihrer C=C-Doppelbindungen unter-
scheiden. Die Kenntnis der Selektivität von Lipasen gegenüber cis/trans-isomeren ungesättig-
ten Fettsäuren führte anschließend z.B. zur enzymatischen Fraktionierung von cis-9, trans-11-
und trans-10, cis-12-Octadecadiensäure, zwei Isomeren der konjugierten Linolsäure (CLA),
die u.a. verantwortlich für das anticancerogene und antiatherogene Potential von konjugierter
Linolsäure zu sein scheinen [7].
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2. Literaturübersicht
2.1 Fette und Öle
Der Weltverbrauch von Fetten und Ölen ist nach Angaben der UFOP (Union zur Förderung
von Oel- und Proteinpflanzen) in den vergangenen Jahren bei einer jährlichen Wachstumsrate
von ca. 4% außerordentlich stark gestiegen. Nach 81,8 Mio t in 1990/1991 lag der Verbrauch
in der Saison 1997/1998 weltweit bereits bei 102,4 Mio t und wird in 2003/2004 schätzungs-
weise 127,9 Mio t betragen. Damit stieg der Weltverbrauch seit Beginn der 90er Jahre um
durchschnittlich 3,5 Mio t pro Jahr. Bezogen auf den Weltverbrauch steht Sojaöl mit einem
Marktanteil von 23% (1997/1998) an erster Stelle, gefolgt von Palmöl (17%) und heimischen
Pflanzenölen wie dem Rapsöl (12%) und dem Sonnenblumenöl (8%). Andere Pflanzenöle
sowie tierische Fette und Öle machten in der Saison 1997/1998 einen Anteil von jeweils 20%
am Gesamtverbrauch aus.
Rund 85% der weltweit produzierten Fette und Öle finden in Nahrungs- und Futtermitteln
Verwendung [8]. Die restliche Menge wird in der chemischen Industrie in Form von Fett-
säuren und Fettsäurederivaten, Fettsäuremethylestern, Glycerin und Glycerinderivaten, Fett-
alkoholen und Fettalkoholderivaten, Fettaminen und Fettaminderivaten sowie Trocknenden
Ölen und Neutralöl-Derivaten zur Herstellung von Kunststoffen, Wasch- und Reinigungs-
mitteln, Seifen, Kosmetika, Farben und Lacken, Harzen, Schmiermitteln, Biodiesel etc. einge-
setzt [1,9-11].
2.1.1 Fettsäuren in Fetten und Ölen
Natürliche Fette und Öle sind Ester der Fettsäuren mit Glycerin. Die Fettsäuren unterscheiden
sich in ihrer Kettenlänge und im Grad ihrer Ungesättigtheit, d.h. in der Anzahl von C=C-Dop-
pelbindungen im Molekül. Die häufigsten Fettsäuren in natürlichen Fetten und Ölen [12] sind
in Tabelle 1, die Fettsäurezusammensetzung der wichtigsten Pflanzenfette und -öle [13] ist in
Tabelle 2 aufgelistet. In der Abbildung 1 sind gesättigte sowie einfach und mehrfach ungesät-
tigte C18-Fettsäuren dargestellt.
Die Capryl-, Caprin- und Laurinsäure gehören zu den mittelkettigen, gesättigten Fettsäuren
und sind in pflanzlichen Fetten wie Kokosöl und Palmkernöl zu finden. Sie sind von großer
Bedeutung für die industrielle Herstellung von Fettalkoholen für die Tensid-Herstellung so-
wie für die Gewinnung strukurierter Lipide wie MCT (Medium Chain Triglycerides) und
Caprenin (Kapitel 2.1.2.4, Abbildung 5).
Die Myristin- und Palmitinsäure gehören wie die Stearinsäure zu den langkettigen, gesättigten
Fettsäuren und sind in pflanzlichen Fetten am häufigsten, in pflanzlichen Ölen hingegen nur
in geringen Mengen enthalten. Die Palmitinsäure ist neben der Ölsäure Hauptbestandteil des
Palmöls. Die Stearinsäure kommt in Pflanzenfetten und -ölen eher selten vor. Nur Kakaobut-
ter  weist  mit  34% einen  hohen  Gehalt  an  Stearinsäure  auf.  Darüber  hinaus  entsteht  Stearin-
säure bei der Hydrierung pflanzlicher Öle.
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Tabelle 1: Die häufigsten Fettsäuren in natürlichen Fetten und Ölen
Systematischer Name Kurzform Trivialname
Gesättigte Fettsäuren:
Octansäure   8:0 Caprylsäure
Decansäure 10:0 Caprinsäure
Dodecansäure 12:0 Laurinsäure
Tetradecansäure 14:0 Myristinsäure
Hexadecansäure 16:0 Palmitinsäure
Octadecansäure 18:0 Stearinsäure
Einfach ungesättigte Fettsäuren (Monoenfettsäuren):
cis-9-Hexensäure 9c-16:1 Palmitoleinsäure
cis-9-Octadecensäure 9c-18:1 Ölsäure
trans-9-Octadecensäure 9t-18:1 Elaidinsäure
cis-6-Octadecensäure 6c-18:1 Petroselinsäure
trans-11-Octadecensäure 11t-18:1 trans-Vaccensäure
cis-13-Docosensäure 13c-22:1 Erucasäure
Mehrfach ungesättigte Fettsäuren (Polyenfettsäuren):
cis-9, cis-12-Octadecadiensäure 9c,12c-18:2 Linolsäure
cis-9, cis-12, cis-15-Octadecatriensäure 9c,12c,15c-18:3 Linolensäure
cis-6, cis-9, cis-12-Octadecatriensäure 6c,9c,12c-18:3 g-Linolensäure (GLA)
all-cis-5,8,11,14,17-Eicosapentaensäure 5c,8c,11c,14c,17c-20:5 Eicosapentaensäure (EPA)
all-cis-4,7,10,13,16,19-Docosahexaensäure 4c,7c,10c,13c,16c,19c-22:6 Docosahexaensäure (DHA)
Tabelle 2: Fettsäurezusammensetzung der wichtigsten Pflanzenfette und -öle
10:0 12:0 14:0 16:0 18:0 18:1 18:2 18:3 Sonstige
Pflanzenfette:
Palmöl -- -- 2 42 5 41 10 -- --
Kokosöl 7 48 17 9 2 7 1 -- 9
Palmkernöl 5 50 15 7 2 15 1 -- 5
Pflanzenöle:
Sojaöl -- -- -- 10 4 21 56 8 1
Rapsöl -- -- 1 4 1 60 20 9 5
Sonnenblumenöl -- -- -- 6 4 28 61 -- 1
Leinöl -- -- -- 5 4 22 17 52 --
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Die in der Natur am weitesten verbreitete und wohl bekannteste Fettsäure ist die Ölsäure. Sie
kommt in allen pflanzlichen Fetten und Ölen mehr oder weniger häufig vor. Ölsäurereiche
heimische Pflanzenöle sind Rapsöl und speziell gezüchtetes Sonnenblumenöl, das einen Öl-
säuregehalt von 85% aufweist. Die Elaidinsäure – das trans-Isomer der Ölsäure – kommt in
der Natur zwar nur selten vor, fällt aber in größeren Mengen bei der (partiellen) Hydrierung
von Pflanzenölen (Fetthärtung) im Rahmen der industriellen Margarineherstellung an. Ein
weiteres Isomer der Ölsäure, die Petroselinsäure, ist mit einem Anteil von 75% Hauptbestand-
teil des Korianderöls.
Die Erucasäure ist eine sehr langkettige Monoenfettsäure, die besonders häufig in erucasäure-
reichem Rapsöl (Gehalt: 50%) vorkommt.
Linol- und Linolensäure sind weit verbreitete, mehrfach ungesättigte Fettsäuren, die praktisch
Bestandteil aller Pflanzenöle sind. Linolsäure findet man besonders häufig in Sonnenblumen-
und Sojaöl, Linolensäure vor allem in Leinöl. Linol- und Linolensäure zählen zu den essen-
tiellen Fettsäuren, die der menschliche Organismus zwar benötigt, aber nicht synthetisieren
kann, und die deshalb mit der Nahrung zugeführt werden müssen. Die g-Linolensäure aus
Borretsch- oder Nachtkerzenöl, ein Positionsisomer der Linolensäure, ist aufgrund ihrer phy-
siologischen Wirkung ebenfalls eine zum Verzehr empfohlene Fettsäure.
Während in pflanzlichen Ölen eindeutig ungesättigte (C18-)Fettsäuren dominieren, setzt sich
das Fettsäurespektrum von tierischen Fetten zu gleichen Teilen aus Palmitin- und Stearinsäure
einerseits sowie Öl- und Linolsäure andererseits zusammen. Eine Sonderstellung unter den
tierischen Fetten und Ölen besitzen Fischöle, die neben gesättigten und ungesättigten C16- und
C18-Fettsäuren größere Anteile an mehrfach ungesättigten Fettsäuren wie die Eicosapentaen-
und die Docosahexaensäure aufweisen. Die trans-Vaccensäure findet man vornehmlich in
Milchfetten.
COOH
COOH
COOH
COOH
Stearinsäure
Ölsäure
Elaidinsäure
Petroselinsäure
COOH
COOH
COOH
COOH trans-Vaccensäure
Linolsäure
Linolensäure
g-Linolensäure
Abbildung 1: Gesättigte sowie einfach und mehrfach ungesättigte C18-Fettsäuren
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2.1.2 Chemische Modifizierung von Fetten und Ölen
Die in Abbildung 2 dargestellten wichtigsten Verfahren zur chemischen Modifizierung von
Fetten und Ölen dienen der Gewinnung wertvoller Zwischen- und Endprodukte sowohl für
den Non-Food-, als auch für den Food-Bereich [1,9-11,14,15].
R OH
Hydrierung
R OCH3
O
Umesterung
Fettalkohole
H2+
O R
O
O R
O
R O
O
Fette und Öle
CH3OH+
Fettsäuremethylester
+
Glycerin
R OH
O
Hydrolyse
R NH2
+
H2O+
Fettsäuren
Fettamine
Glycerin
NH3 / H2+
Verseifung
NaOH+
R ONa
O
+
Seifen
Glycerin
Abbildung 2: Die wichtigsten oleochemischen Prozesse zur Gewinnung von Zwischen-
und Endprodukten aus Fetten und Ölen
Die durch chemische oder physikalische Raffination entschleimten, gereinigten nativen Fette
und Öle werden in oleochemischen Grundprozessen durch Verseifung, Hydrolyse und Um-
esterung mit Methanol in die Alkalisalze der Fettsäuren (Seifen), die freien Fettsäuren bzw.
die Methylester der Fettsäuren und jeweils Glycerin gespalten. Während die Seifen, z.T. auch
Glycerin, bereits Endprodukte der industriellen Fettchemie darstellen, sind die Fettsäuren und
die durch Veresterung der Fettsäuren oder durch Umesterung von Fetten und Ölen mit Metha-
nol gewonnenen Fettsäuremethylester wichtige Zwischenprodukte für die Herstellung einer
Vielzahl weiterer Verbindungen eines breiten Anwendungsspektrums.
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2.1.2.1 Verseifung
Die Verseifung von Fetten und Ölen mit Pottasche (K2CO3) oder Natursoda (Na2CO3) zur
Gewinnung von Seifen wurde bereits vor 4000 Jahren in Ägypten durchgeführt. Sie stellt
nicht nur eines der ältesten chemischen Verfahren dar, sondern gilt auch als Ursprung der
Oleochemie. Bei der klassischen Methode der Seifenherstellung, dem sogenannten Seifen-
sieden, werden Fette und Öle durch alkalische Hydrolyse mit heißer Kalilauge (KOH) oder
Natronlauge (NaOH) in Glycerin und die Kaliumsalze (Schmierseifen) bzw. Natriumsalze
(Kernseifen) der Fettsäuren gespalten.
2.1.2.2 Hydrolyse
Bei der Hydrolyse mit Wasserdampf werden Fette und Öle in Glycerin und Fettsäuren gespal-
ten. Die Hydrolyse erfolgt in kontinuierlich arbeitenden Kolonnen bei 250°C und 2-6 · 106 Pa
(20-60 bar); ein Zusatz von Katalysatoren ist nicht erforderlich. Das Glycerin wird im Gegen-
stromverfahren mit Wasser aus dem Gleichgewicht extrahiert. Auf diese Weise lassen sich
Hydrolysegrade von 98% erzielen. Die für die Seifenherstellung lange Zeit bedeutende alka-
lische Hydrolyse von Fetten und Ölen wird heutzutage zunehmend durch das beschriebene
Verfahren der Hydrolyse mit Wasserdampf und die anschließende Neutralisation der Fett-
säuren mit Natronlauge oder Kalilauge ersetzt.
Durch Umsetzung der Fettsäuren mit Ammoniak (NH3) erhält man Fettsäureamide, die bei
300°C an heterogenen Kontakten wie Zinkoxid (ZnO) oder Aluminiumoxid (Al2O3) unter
Wasserabspaltung in die Nitrile übergehen (Abbildung 3). Die Fettsäurenitrile können durch
Nickel-katalysierte Hydrierung bei 100°C und 5 · 106 Pa (50 bar) in die Fettamine überführt
werden, die für die Herstellung verschiedener Klassen von Tensiden (z.B. Kationtenside, Am-
photenside, nichtionische Tenside) von großer Bedeutung sind.
R OH
O
R NH2
O
+
NH3+ R N
H2O H2O
R N 2 H2 R NH2
[ Ni ]
Abbildung 3: Herstellung von Fettaminen aus Fettsäuren
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2.1.2.3 Veresterung
Die Veresterung von Fettsäuren mit Alkoholen führt zu Fettsäureestern. Durch eine gezielte
Wahl des Alkohols lassen sich spezielle Fettsäureester herstellen. So entstehen Wachsester
durch Veresterung von Fettsäuren mit langkettigen Alkoholen (Fettalkoholen), und Partial-
glyceride und Polyolester werden durch Umsetzung der Fettsäuren mit Glycerin bzw. Poly-
olen gewonnen. Die Herstellung spezieller Fettsäureester in geringen Mengen (weniger als
15.000 t/Jahr) geschieht zumeist in Batch-Arbeitsweise in heiz- und kühlbaren Rührreaktoren,
wobei die Reaktionen unter Umständen im Vakuum durchgeführt werden.
Ein großer Teil der durch Hydrolyse von Fetten und Ölen gewonnenen Fettsäuren wird für die
alkalische Veresterung mit Methanol bei 250°C und 106 Pa (10 bar) in Gegenstrom-Reakti-
onskolonnen zur Herstellung von Fettsäuremethylestern verwendet. Das bei der Reaktion an-
fallende Wasser wird bei dieser Verfahrenstechnik destillativ abgetrennt, so daß der für einen
hohen Umsetzungsgrad erforderliche Alkoholüberschuß relativ gering gehalten werden kann.
Zudem werden spezielle Kolonnenböden verwendet, die eine verhältnismäßig hohe Verweil-
zeit ermöglichen.
2.1.2.4 Umesterung
Die Umsetzung von Fetten und Ölen mit Alkoholen (Alkoholyse), Fettsäuren (Acidolyse),
Fettsäureestern oder anderen Fetten und Ölen bezeichnet man als Umesterung. Sie ermöglicht
den Zugang zu zahlreichen oleochemischen Produkten des Non-Food- und Food-Bereichs.
Die alkalische Umesterung von Fetten und Ölen mit Methanol wird industriell zur Herstellung
von Fettsäuremethylestern und Glycerin in kontinuierlich arbeitenden Kolonnen bei 240°C
und 107 Pa (100 bar) durchgeführt. Die Leistung einer vor einigen Jahren entwickelten Pilot-
anlage beträgt 500 kg/h oder 3000 t/Jahr [16]. Die Fettsäuremethylester fungieren einerseits
als Zwischenprodukte der industriellen Fettchemie, andererseits werden sie in herkömmlichen
Dieselmotoren als Kraftstoffe, sogenannter Biodiesel (z.B. Rapsölmethylester), verwendet.
Eine besondere Form der Alkoholyse ist die Umsetzung von Fetten und Ölen mit Glycerin.
Bei dieser Umesterung entstehen Mono- und Diglyceride, die als Emulgatoren in Kosmetika
und Lebensmitteln Verwendung finden.
Bei der Umesterung verändert sich die charakteristische Fettsäurezusammensetzung der Fette
und Öle und die Verteilung eben jener Fettsäuren auf die sn-1-, sn-2- und sn-3-Positionen des
Glycerinmoleküls. Infolgedessen kommt es zu einer Veränderung der physikalischen Eigen-
schaften wie Schmelzpunkt und Kristallisationsverhalten. Industriell von Bedeutung ist die
chemische Umesterung von Fetten und Ölen mit Hilfe eines alkalischen Katalysators – z.B.
Natriummethanolat – , die zu einer Randomisierung, d.h. statistischen Umverteilung, der Fett-
säurereste an den sn-Positionen des Glycerinmoleküls führt (Abbildung 4).
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[ Natriummethanolat ]
16:0 (neben 18:1)
18:0 (neben 18:1)
18:2 (neben 18:1)
sn-1
sn-2
sn-3
O
O
O
O
O
O
Heimisches Pflanzenöl (Engergiegehalt: 38 kJ/g)
Umgeestertes Pflanzenöl (Energiegehalt: 38 kJ/g)
16:0 + 18:0 + 18:1 + 18:2
16:0 + 18:0 + 18:1 + 18:2
16:0 + 18:0 + 18:1 + 18:2
sn-1
sn-2
sn-3
O
O
O
O
O
O
Abbildung 4: Fettsäurezusammensetzung und Triglyceridstruktur heimischer Pflanzenöle
und daraus via alkalischer Umesterung hergestellter Lipide
(Die Doppelpfeile symbolisieren die randomisierte Verteilung der Acylgruppen im Triglyceridmolekül)
Auf diese Weise lassen sich streichfähige Triglyceride gewinnen, die aufgrund ihrer Fett-
säurezusammensetzung und Konsistenz als Speisefette (z.B. Back-, Koch- und Bratfette) ver-
wendet werden [17].
Der Acylgruppenaustausch bei der chemischen Umesterung kann sowohl intramolekular
(Abbildung 4) als auch intermolekular verlaufen. Während bei einem intramolekularen Aus-
tausch der Fettsäurereste der kalorische Wert des Fettes konstant bleibt, ermöglicht der inter-
molekulare Acylgruppenaustausch die Herstellung von kalorienreduzierten Lipiden.
Bei der industriellen Margarineherstellung führt die chemische Umesterung von vollständig
hydrierten Pflanzenfetten mit pflanzlichen Ölen zu Lipiden, die streichfähig, reich an ungesät-
tigten Fettsäuren (z.B. Linolsäure) und frei von trans-Fettsäuren sind [18].
Triglyceride, in denen mittelkettige Fettsäuren wie die Caprylsäure (8:0) oder die Caprinsäure
(10:0) als Ester vorliegen (Abbildung 5), bezeichnet man als mittelkettige Triglyceride (engl.:
Medium Chain Triglycerides: MCT). Die bei der chemischen Umesterung von mittelkettigen
mit langkettigen Triglyceriden gewonnenen randomisierten Produkte finden aufgrund ihrer
physiologischen Eigenschaften im klinischen Bereich, etwa bei der parenteralen Ernährung,
Verwendung [19,20].
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Bei der chemischen Umesterung eines Behensäure (22:0)-haltigen Triglycerids – erhältich
z.B. durch Hydrierung von erucasäurereichem Rapsöl – mit mittelkettigen Triglyceriden ent-
steht ein kalorienreduziertes Lipid (Abbildung 5), das unter der Bezeichnung Caprenin® für
die Herstellung bestimmter Lebensmittel zugelassen ist [21].
Kalorienreduzierte Fette und Öle, in denen neben einer langkettigen, gesättigten Fettsäure,
z.B. Stearinsäure (18:0), kurzkettige Fettsäuren wie die Essigsäure (2:0), Propionsäure (3:0)
oder Buttersäure (4:0) als Ester vorliegen, werden als Salatrim® (Short and long acyltriglyce-
ride molecule) bezeichnet. Die chemische Umesterung von hydrierten Pflanzenölen wie Soja-
öl oder erucasäurereichem Rapsöl mit Tributyrin führt zu randomisierten Triglyceriden, die
unter dem Namen Benefat® (Abbildung 5) als Kakaobutterersatzfett verwendet werden [22].
Caprenin (Energiegehalt: 21 kJ/g)
8:0
10:0
22:0
sn-1
sn-2
sn-3
O
O
O
O
O
O
Benefat (Energiegehalt: 21 kJ/g)
O O
O
O
O
O
sn-3
sn-2
sn-1
18:0
4:0
4:0
Mittelkettige Triglyceride (Energiegehalt: 29 kJ/g)
8:0
8:0
10:0
sn-1
sn-2
sn-3
O
O
O
O
O
O
Abbildung 5: Fettsäurezusammensetzung und Triglyceridstruktur via alkalischer Umesterung
hergestellter Lipide
(Die Doppelpfeile symbolisieren die randomisierte Verteilung der Acylgruppen im Triglyceridmolekül)
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2.1.2.5 Hydrierung
Die durch Veresterung von Fettsäuren oder Umesterung von Fetten und Ölen mit Methanol
erhältlichen Fettsäuremethylester sind in der Industrie vor allem als Zwischenprodukte für die
Hochdruckhydrierung zu Fettalkoholen der Kettenlänge C8 – C22 von Bedeutung. Fettsäure-
methylester werden bei 200-250°C und 2,5-3 · 107 Pa (250-300 bar) in Gegenwart heteroge-
ner Katalysatoren hydriert. Die Wahl des Katalysators entscheidet darüber, ob die Hydrierung
ungesättigter Fettsäuremethylester zu gesättigten (Kat.: CuO/Cr2O3) oder ungesättigten Fett-
alkoholen (Kat.: ZnO/Cr2O3) führt (Abbildung 6).
+ CH3OH[ ZnO / Cr2O3 ]
+ CH3OH[ CuO / Cr2O3 ]
R OH[ ]n
R [ ]n OCH3
O
R [ ]n OH
+ 2 H2
R [ ]n OCH3
O
+ 3 H2
Abbildung 6: Herstellung von Fettalkoholen durch Hydrierung von Fettsäuremethylestern
Während längerkettige gesättigte Alkohole auch auf petrochemischem Weg hergestellt wer-
den können (z.B. Fischer-Tropsch-Synthese), gelingt die Bereitstellung ungesättigter Fett-
alkohole industriell nur auf oleochemischem Wege via Hochdruckhydrierung ungesättigter
Fettsäuremethylester (z.B. Hydrierung von Ölsäure zu Oleylalkohol). Die weitaus größte
Menge der Fettalkohole dient der Herstellung von Alkylsulfaten, Alkylethersulfaten, Fett-
alkoholethoxylaten und Alkylpolyglucosiden, die allesamt als Tenside in Reinigungs- und
Waschmitteln eingesetzt werden.
Bei der industriellen Margarineherstellung dient die Hydrierung von Fetten und Ölen der Fett-
härtung. Dabei werden die Doppelbindungen ungesättigter Fettsäuren in Gegenwart eines Ni-
Katalysators, in der Regel sogenannter Raney-Nickel, (teilweise) hydriert und so streichfähige
Lipide mit einem höheren Anteil an gesättigten Fettsäuren erhalten. Nachteilig wirkt sich bei
dieser Form der Fetthärtung allerdings die Bildung von trans-Fettsäuren aus.
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2.1.3 Trans-Fettsäuren
Anfang der 90er Jahre wurde in verschiedenen klinischen und epidemiologischen Studien
nachgewiesen, daß ein hoher Verzehr von trans-Fettsäuren einhergeht mit höheren Choleste-
rinspiegeln [23,24] und einem erhöhten Risiko koronarer Herzerkrankungen [25,26]. Diese
Ergebnisse entfachten eine Diskussion über gesundheitliche Risiken von trans-Fettsäuren in
der Ernährung [27-30].
Trans-Fettsäuren entstehen in Gegenwart anaerober Mikroorganismen bei der biokatalysierten
Hydrierung mehrfach ungesättigter Fettsäuren – aufgenommen über das Futter – im Pansen
der Wiederkäuer. Infolgedessen lassen sich trans-Fettsäuren sowohl in der Milch als auch in
Milch- und Fleischprodukten von Wiederkäuern nachweisen [31,32]. Der Anteil von trans-
Fettsäuren am Gesamt-Fettsäurespektrum in Milchfetten variiert in Abhängigkeit von der
Fütterung zwischen 1 und 7 Gew.-%. Darüber hinaus fallen trans-Fettsäuren als Glyceride bei
der partiellen Hydrierung von Pflanzenölen (Fetthärtung) an. Gehärtete Fette werden bei der
industriellen Herstellung von Lebensmitteln als Ersatz für tierische Fette verwendet. Daher
findet man trans-Fettsäuren in Margarinen, Back-, Brat- und Frittierfetten, Backwaren, Süß-
waren, Snacks, Suppen und Soßen [33-35]. Der Gehalt an trans-Fettsäuren in Sonnenblumen-
margarinen betrug 1994 in Deutschland durchschnittlich 22% und ist auf durchschnittlich 5%
in 1999 reduziert worden [36].
Während die trans-11-Octadecensäure (trans-Vaccensäure) unter den trans-Fettsäuren in der
Milch und in Milch- und Fleischprodukten von Wiederkäuern am häufigsten vorkommt [32],
zeichnet sich das Fettsäurespektrum von partiell hydrierten Pflanzenölen und der damit her-
gestellten Lebensmittel durch eine breite Verteilung positionsisomerer trans-Octadecensäuren
mit Maxima an den Doppelbindungspositionen D9 (Elaidinsäure) und D10 aus [36]. Derzeit
erfolgt die analytische Trennung der komplexen trans-18:1-Isomerengemische gaschromato-
graphisch unter Verwendung einer langen, polaren Kapillarsäule (z.B. 100 m CP-Sil 88 von
Chrompack, Niederlande) [37,38], häufig in Kombination mit der Silberionen-Dünnschicht-
chromatographie oder Silberionen-HPLC, um vorab eine Trennung von cis- und trans-Fett-
säuren zu gewährleisten und somit eine Überlagerung der konfigurationsisomeren Fettsäuren
im GC zu vermeiden [39]. Der Gesamtgehalt an trans-Fettsäuren wird routinemäßig mit Hilfe
der Gaschromatographie [40] oder der IR-Spektroskopie (charakteristische trans-Bande bei
966 cm-1) bestimmt [41,42].
Eine umfangreiche Zusammenfassung der aktuellen Erkenntnisse zum Thema „Trans-Fett-
säuren“ findet man in einer kürzlich erschienenen Monographie [43].
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2.1.4 Konjugierte Linolsäure
Konjugierte Linolsäure (CLA: Conjugated Linoleic Acid) ist ein Gemisch von cis/trans- und
positionsisomeren Octadecadiensäuren mit konjugierten Doppelbindungen. In Tierversuchen
konnte nachgewiesen werden, daß CLA antikarzinogene [44-47] und antiatherogene Eigen-
schaften [48] besitzt, Körperfett reduziert [49] und Muskel- und Knochenmasse aufbaut [50].
Die Frage, ob konjugierte Linolsäure eine zum Verzehr geeignete trans-Fettsäure sei [51], hat
in der Folgezeit viele Arbeitsgruppen zu Untersuchungen der physiologischen Wirkung von
konjugierter Linolsäure veranlasst. Die bisherigen Ergebnisse zur Bioaktivität von konjugier-
ter Linolsäure sind in verschiedenen Übersichtsartikeln zusammengefasst [52-59].
Konjugierte Linolsäure wird in Gegenwart anaerober Mikroorganismen bei der biokatalysier-
ten Hydrierung mehrfach ungesättigter Fettsäuren im Pansen von Wiederkäuern gebildet – als
Vorstufe von trans-Fettsäuren wie der Elaidinsäure und der trans-Vaccensäure (9t-18:1 bzw.
11t-18:1). Infolgedessen läßt sich CLA in der Milch sowie in Milch- und Fleischprodukten
der Wiederkäuer nachweisen [60-64]. Mit einem Anteil von ca. 75% ist die cis-9, trans-11-
Octadecadiensäure das Hauptisomer innerhalb der CLA-Fraktion von Milchfetten. Der Gehalt
an konjugierter Linolsäure in Milchfetten fällt mit < 1% eher niedrig aus.
Die Synthese von konjugierter Linolsäure gelingt leicht durch alkalische Isomerisierung von
Linolsäure (9c,12c-18:2) aus linolsäurereichen Pflanzenölen wie dem Sonnenblumenöl [46,
65] und wird bereits im industriellen Maßstab, z.B. bei der Loders Croklaan, Niederlande,
durchgeführt [66]. Sie führt zu einem sehr komplexen Gemisch von cis/trans-isomeren Octa-
decadiensäuren mit unterschiedlichen Positionen der konjugierten Doppelbindungen (8,10-,
9,11-, 10,12- und 11,13-18:2), in dem die cis-9, trans-11- und die trans-10, cis-12-Octadeca-
diensäuren die Hauptkomponenten darstellen [67,68]. Darüber hinaus kann das Verfahren der
alkalischen Isomerisierung auch auf andere Octadecadiensäuren, so z.B. partiell hydrierte
g-Linolensäure (6c,9c,12c-18:3), angewendet werden [69].
Bei der Analyse von CLA-Isomerengemischen bedient man sich heute routinemäßig einer
Kombination der unterschiedlichen Methoden [70-73]. Dadurch gelingt immer wieder die
Identifizierung neuer CLA-Isomere [74,75]. Zur analytischen und (semi-)präparativen Tren-
nung der unterschiedlichen CLA-Isomere bietet sich vor allem die Silberionen-HPLC an [76],
bei der man häufig mehrere Säulen (z.B. ChromSpher 5 Lipids von Chrompack, Niederlande)
miteinander koppelt. Die Silberionen-HPLC gewährleistet einerseits eine Separierung des
CLA-Isomerengemisches in die (drei) Fraktionen der unterschiedlichen Konfigurationsisome-
ren (trans,trans vor cis,trans/trans,cis vor cis,cis), andererseits zeichnet sich das HPLC-Chro-
matogramm durch eine definierte Reihenfolge der Positionsisomeren innerhalb jener Fraktio-
nen aus (11,13- vor 10,12- vor 9,11- vor 8,10-18:2) [76]. Bei der Silberionen-HPLC können
die CLA-Isomerengemische nicht nur in Form ihrer Säuren oder Methylester untersucht
werden [77]. Vor kurzem wurde die Methode sogar erfolgreich zur Analyse von CLA-Trigly-
ceriden verwendet [78].
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Die gaschromatographische Analyse von konjugierter Linolsäure wird unter Verwendung
langer, polarer Kapillarsäulen (z.B. 100 m CP-Sil 88 von Chrompack) durchgeführt und in
vielen Fällen mit der Massenspektroskopie zur Positionsbestimmung (Analyse von DMOX-
Derivaten) oder der IR-Spektroskopie zur Konfigurationsbestimmung der Doppelbindungen
von CLA-Isomeren kombiniert [70-73]. Darüber hinaus sind einzelne CLA-Isomere auch mit
Hilfe der NMR-Spektroskopie [79,80], der UV-Spektrophotometrie [81] und der Kapillar-
Elektrophorese [82] identifiziert worden.
Eine Trennung der einzelnen CLA-Isomeren ist nicht zuletzt deshalb von großer Bedeutung,
weil die positiven physiologischen Eigenschaften der konjugierten Linolsäure nicht – wie in
der Vergangenheit vielfach angenommen – allein auf die cis-9, trans-11-Octadecadiensäure
zurückzuführen sind, sondern vielmehr auch anderen CLA-Isomeren zugeschrieben werden
müssen [83,84]. So konnte z.B. in Tierversuchen gezeigt werden, daß die trans-10, cis-12-
Octadecadiensäure für den Einfluß konjugierter Linolsäure auf die Körperzusammensetzung,
d.h. das Fett/Muskel-Verhältnis, verantwortlich ist [85-87].
Eine stets aktuelle, vollständige Auflistung der Publikationen über „Konjugierte Linolsäure“
findet man unter der Internetadresse: www.wisc.edu/fri/clarefs.htm . Eine Zusammenfassung
der bisherigen Forschungsergebnisse bieten verschiedene Übersichtsartikel [88-90], Buchbei-
träge [91-93] und Monographien [94,95].
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2.2 Enzyme und Lipasen
2.2.1 Was sind Enzyme?
Enzyme (griech.: en zyme = in der Hefe, im Sauerteig), früher auch Fermente (lat.: fermen-
tum = Sauerteig) genannt, sind hochmolekulare Proteine (Eiweißstoffe), die die chemischen
Reaktionen im Organismus katalysieren [96,97]. Sie besitzen Molekulargewichte zwischen
10.000 und 4.000.000, doch liegt das Molekulargewicht von technischen Enzymen meist bei
20.000 bis 70.000.
Als natürlich vorkommende Copolymere sind Enzyme aus Polypeptidketten aufgebaut, die
sich in der Regel aus 20 verschiedenen a-Aminosäuren als Monomeren zusammensetzen. Die
Aminosäuresequenz der Polypeptidketten, d.h. die Reihenfolge der über Peptid-Bindungen
miteinander verknüpften Aminosäuren, ist genetisch festgelegt und wird als Primärstruktur
bezeichnet. Sie ist ihrerseits verantwortlich für die Faltung der Polypeptidketten unter Aus-
bildung der Sekundärstruktur – typische Formen sind die a-Helix und das b-Faltblatt – und
der Tertiärstruktur – die Verknäuelung der einzelnen Proteinmoleküle – und somit für die
dreidimensionale Struktur des Enzyms. Darüber hinaus muß Enzymen, die aus mehreren
Polypeptidketten bestehen, eine Quartärstruktur zugeschrieben werden, die durch intermole-
kulare Wechselwirkungen zwischen den einzelnen Untereinheiten hervorgerufen wird.
Die dreidimensionale Struktur, d.h. die räumliche Anordnung der Polypeptidkette und der
Aminosäurenseitenreste, eines Enzyms – seine Tertiärstruktur – wird intramolekular durch
hydrophobe und ionische Wechselwirkungen, durch Disulfid-Brücken und durch Wasserstoff-
Brückenbindungen stabilisiert und bedingt die katalytische Aktivität des Enzyms. Die Ände-
rung der Tertiärstruktur eines Enzyms (Denaturierung), ausgelöst durch äußere Einflüsse wie
z.B. Temperatur, Druck, Wasserentzug, organische Lösungsmittel, ist in der Regel verbunden
mit einem teilweisen oder vollständigen Verlust der katalytischen Aktivität. Durch Cofakto-
ren, z.B. Metallionen oder organische Moleküle – sogenannte Coenzyme –, lassen sich viele
Enzyme allerdings gegen Denaturierung stabilisieren.
In ihrer Funktion als Biokatalysatoren setzen Enzyme die Aktivierungsenergie chemischer
Prozesse herab und erhöhen auf diese Weise die Reaktionsgeschwindigkeit spezifisch um das
bis zu 106-fache. Im allgemeinen katalysieren Enzyme sowohl die Hinreaktion, als auch die
Rückreaktion und werden dabei nicht umgesetzt, d.h. nicht verändert – im Gegensatz zu den
Reaktanden, den sogenannten Substraten. Die Katalyse findet dabei nicht an einem beliebigen
Ort des Enzyms statt; vielmehr ist eine ganz spezielle Region, das aktive Zentrum, für die
Enzymwirkung verantwortlich. Dort wechselwirken räumlich benachbarte (funktionelle)
Aminosäurereste spezifisch mit dem Substrat. Desweiteren enthalten Enzyme spezifische
Bindungstaschen, in denen das Substrat durch nicht-kovalente Wechselwirkungen chelatartig
gebunden wird.
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Ein wesentlicher Vorteil der Enzymkatalyse ist ihre Spezifität, die von absoluter Spezifität
- das Enzym katalysiert nur eine einzige Reaktion für nur ein Substrat – bis hin zur Gruppen-
spezifität – das Enzym katalysiert einen bestimmten Reaktionstyp für eine Reihe von Substra-
ten eines bestimmten Strukturtyps – reichen kann. Als enantiomerenreine, chirale Katalysato-
ren sind Enzyme darüber hinaus in der Lage, Substrate nicht nur hinsichtlich ihrer Konstitu-
tion und typischen funktionellen Gruppen, sondern auch hinsichtlich ihrer Konfiguration zu
erkennen, so daß Enzyme gegenüber enantiomeren Substraten stets stereoselektiv wirken.
Nebenreaktionen beobachtet man bei der Enzymkatalyse sehr selten.
Die Substratspezifität von Enzymen hat Fischer [98] bereits 1894 mit Hilfe seiner „Schlüssel-
Schloß-Theorie“ zu erklären versucht (Abb. 7). Danach liegt das aktive Zentrum des Enzyms
als starre, räumlich vorgebildete Matrix vor, die nur solche Substrate (Schlüssel) bindet, die
geometrisch komplementär zur Struktur der Substratbindungsstelle (Schloß) sind.
SE E S
Abbildung 7: Enzym-Substrat-Wechselwirkung nach der „Schlüssel-Schloß-Theorie“
Dieses statische Modell der molekularen Erkennung erweiterte Koshland [99,100] 1958 mit
der Formulierung seiner „Induced-fit-Theorie“ (Anpassungstheorie; Abb. 8), die besagt, daß
sich die zur Struktur des Substrats geometrisch komplementäre Substratbindungsstelle erst bei
Annäherung des Substrats an das Enzym durch Konformationsänderung der Polypeptidkette
ausbildet. Demnach handelt es sich bei der „Induced-fit-Theorie“ um ein dynamisches Modell
der molekularen Erkennung.
E S E S
Abbildung 8: Enzym-Substrat-Wechselwirkung nach der „Induced-fit-Theorie“
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Die molekularen Wirkungsmechanismen von Enzymen werden zwar im einzelnen auch heute
noch untersucht und diskutiert, doch verlaufen Enzymreaktionen entsprechend der bereits
1913 von Michaelis und Menten [101] formulierten „Enzym-Substrat-Theorie“ im wesent-
lichen nach der allgemeinen Reaktionsgleichung:
E  +  S                     ES                    E  +  P
k1
k-1
k2
Im ersten Schritt der Enzymkatalyse bilden das Enzym (E) und das Substrat (S) einen Enzym-
Substrat-Komplex (ES), der mit dem Enzym und dem Substrat im Gleichgewicht steht. Der
Enzym-Substrat-Komplex zerfällt anschließend in das Enzym und das Produkt (P) und der
Katalysezyklus aus Kombination (Schritt 1) und Spaltung (Schritt 2) kann erneut beginnen.
Basierend auf ihrer „Enzym-Substrat-Theorie“ entwickelten Michaelis und Menten eine nach
ihnen benannte Gleichung, die den Zusammenhang zwischen der Reaktionsgeschwindigkeit v
einer Enzymreaktion und der Substratkonzentration [S] bschreibt und als Grundgleichung der
Enzymkinetik gilt [102]:
V · [S]
KM + [S]
v  =
V ist die Maximalgeschwindigkeit bei Sättigung des Enzyms mit Substrat – in der Literatur
wird sie häufig auch als Vmax angegeben. KM ist die Michaelis-Konstante, die sich aus den
Geschwindigkeitskonstanten k1, k-1 und k2 wie folgt zusammensetzt:
k-1 + k2
k1
KM  =
Die  Größe  der  Michaelis-Konstanten  beträgt  in  der  Regel  10-2 bis 10-5 mol/l, wobei ein im
Vergleich zur Substratkonzentration kleiner Wert der Michaelis-Konstanten (KM « [S]) eine
hohe Affinität zwischen dem Enzym und dem Substrat bedeutet.
Trägt man die Reaktionsgeschwindigkeit v gegen die Substratkonzentration [S] auf, so erhält
man den in Abbildung 9 dargestellten hyperbelförmigen Verlauf, der sehr anschaulich ein für
Enzymreaktionen charakteristisches Phänomen, die Substratsättigung, beschreibt.
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V1/2
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v
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Abbildung 9: Abhängigkeit der Geschwindigkeit einer enzymkatalysierten Reaktion von
der Substratkonzentration nach Michaelis und Menten
Bei einer niedrigen Substratkonzentration ist die Reaktionsgeschwindigkeit nahezu propor-
tional zur Konzentration des Substrats. Mit zunehmender Substratkonzentration hingegen
steigt die Reaktionsgeschwindigkeit nicht mehr linear, sondern strebt asymptotisch einem
Grenzwert, der maximalen Reaktionsgeschwindigkeit V, entgegen. Im Bereich der Sättigung
ist die Reaktionsgeschwindigkeit proportional der Enzymmenge und der Wirkungsdauer. Die
maximale Reaktionsgeschwindigkeit wird (theoretisch) genau dann erreicht, wenn das Enzym
mit  Substrat  gesättigt  ist,  d.h.  die  gesamte  Enzymmenge  als  Enzym-Substrat-Komplex  vor-
liegt.
Wie man der Abbildung 9 entnehmen kann, enspricht die Michaelis-Konstante KM genau der
Substratkonzentration, bei der die Geschwindigkeit der Enzymreaktion 50% der maximalen
Reaktionsgeschwindigkeit beträgt.
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Enzyme sind in der Natur allgegenwärtig. Ihr Vorkommen wird auf 25.000 geschätzt, von
denen ca. 2.500 Enzyme bekannt und ca. 300 kommerziell erhältlich sind. Im großtechnischen
Maßstab wurden 1992 etwa 50 Enzyme hergestellt [96].
Das von der IUB (International Union of Biochemistry) erarbeitete Nomenklatursystem unter-
teilt die Enzyme in sechs Enzymklassen (Tabelle 3).
Tabelle 3: Enzymklassifizierung der International Union of Biochemistry (IUB)
EC-Nr.a) Klasse Funktion
1 Oxidoreduktasen Katalyse von Redoxreaktionen innerhalb eines Substrat-
paares durch Wasserstoff- bzw. Elektronenübertragung
2 Transferasen Katalyse von intermolekularen Übertragungen funktio-
neller Gruppen
3 Hydrolasen Katalyse von hydrolytischen Spaltungen
4 Lyasen Katalyse von Eliminierungen unter Bildung von Doppel-
bindungen
Katalyse von Additionen an Doppelbindungen
5 Isomerasen Katalyse von Isomerisierungen
6 Ligasen (Synthetasen) Katalyse von Verknüpfungen zweier Moleküle unter
ATP-Verbrauch
a) EC: Enzyme Commission der IUB
Die Klassifikation der IUB sieht für jedes Enzym zwei Bezeichnungen, einen empfohlenen
Trivialnamen und einen systematischen Namen, sowie eine vierstellige Schlüsselnummer vor.
Während der systematische Name eines Enzyms Rückschlüsse auf das Substrat und den
Reaktionstyp ermöglicht, symbolisieren die durch Punkte getrennten vier Ziffern die Enzym-
klasse, die 1. und 2. Unterklasse sowie eine laufende Seriennummer.
So  weisen  z.B.  die  Nummer  und  der  systematische  Name  der  in  der  organischen  Synthese
häufig verwendeten Schweineleberesterase (EC 3.1.1.1: Carboxylesteracylhydrolase) darauf
hin, daß das Enzym der Klasse der Hydrolasen (EC 3), speziell der Unterklasse der Esterasen
(EC 3.1), angehört und Carbonsäureester hydrolysiert.
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2.2.2 Was sind Lipasen?
Zur Klasse der Hydrolasen (EC 3), spezieller der Esterasen (EC 3.1), gehören die Lipasen
(EC 3.1.1.3: Triacylglycerinacylhydrolasen), die spezifisch Fette (Triglyceride) in Glycerin
und Fettsäuren spalten (Abbildung 10) [103-105].
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Abbildung 10: Lipasekatalysierte Hydrolyse von Triglyceriden
Die lipasekatalysierte Hydrolyse von Triglyceriden, die auch Lipolyse genannt wird, ist eine
Gleichgewichtsreaktion, die teilweise oder vollständig verlaufen kann („partielle bzw. totale
Fettspaltung“), wobei im ersteren Fall Di- und Monoglyceride entstehen.
Lipasen kommen in Mikroorganismen wie Bakterien und Pilzen, in (ölhaltigen) Pflanzen und
in Organen von Säugetieren (z.B. Pankreas) vor. Man gewinnt sie durch Kultivierung der
Mikroorganismen oder durch Extraktion von pflanzlichem und tierischem Gewebe. Die mei-
sten kommerziell erhältlichen Lipasen sind mikrobieller Herkunft. Ferner werden zunehmend
auch gentechnisch veränderte, rekombinante Lipasen angeboten. Einige wichtige, weil häufig
genutzte Lipasen sind in der folgenden Tabelle 4 zusammengefasst.
Tabelle 4: Wichtige Lipasen und ihre Herkunft
Herkunft Abkürzung
aus Pilzen:
Aspergillus niger, oryzae ANL, AOL
Candida antarctica CAL
Candida cylindracea (synonym: Candida rugosa) CCL (syn.: CRL)
Geotrichum candidum GCL
Humicola lanuginosa HLL
Mucor miehei (synonym: Rhizomucor miehei) MML (syn.: RML)
Rhizopus arrhizus, delemar, niveus, oryzae RAL, RDL, RNL, ROL
aus Bakterien:
Chromobacterium viscosum CVL
Pseudomonas cepacia, fluorescens PCL, PFL
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Im wässerigen Medium liegt das pH-Optimum von Lipasen im schwach alkalischen Bereich
(Pankreas-Lipasen), im neutralen bis schwach alkalischen Bereich (Bakterien) oder im neutra-
len bis schwach sauren Bereich (Schimmelpilze, Pflanzen). Das Temperatur-Optimum der
meisten Lipasen beträgt 30-40°C.
Lipasen benötigen, wie alle Hydrolasen, keine Coenzyme. Ihre Hydrolyseaktivität gegenüber
den wasserunlöslichen Fetten entfalten die Lipasen an der Grenzfläche Wasser/Öl. Auf diese
Weise wird einerseits ein enger Kontakt zwischen Enzym und hydrophobem Substrat ermög-
licht und andererseits eine erhöhte Aktivität durch das Phänomen der sogenannten „Grenz-
flächenaktivierung“ (interfacial activation) erreicht. Obwohl seit langem durch Messung der
Lipaseaktivität in Abhängigkeit von der Substratkonzentration bekannt, konnte die Grenz-
flächenaktivierung von Lipasen erstmals 1990 anhand von Röntgenstrukturdaten kristallisier-
ter Lipasen erklärt werden [106,107]. Demnach besitzen die meisten Lipasen einen „Deckel“
(lid oder flap) in Form einer beweglichen Oligopeptideinheit, der den Zugang zum aktiven
Zentrum blockiert. Erst in Gegenwart einer hydrophoben Grenzfläche, z.B. eines Fetttröpf-
chens, öffnet sich der Deckel im Zuge einer Konformationsänderung und ermöglicht dem
Substrat den Zugang zum aktiven Zentrum.
Sämtliche Lipasen, deren räumliche Struktur bisher aufgeklärt wurde, weisen eine spezifische
Sequenzfolge von a-Helices und b-Faltblättern, die sogenannte „a/b-Hydrolasefaltung“, auf.
Die Wirkungsweise der Lipasen ist vergleichbar mit der der Serinproteasen und beruht auf der
„katalytischen Triade“ aus den Aminosäuren Asparaginsäure (oder Glutaminsäure), Histidin
und Serin, die über Wasserstoffbrückenbindungen miteinander verknüpft sind (Abbildung
11).
HN N
Histidin
SerinHOOAsparaginsäure
O
Abbildung 11: Katalytische Triade aus Asparaginsäure, Histidin und Serin im aktiven
Zentrum von Lipasen (und Serinproteasen)
Der Mechanismus der lipasekatalysierten Hydrolyse eines Fettsäureesters beinhaltet mehrere
Reaktionsschritte (Abbildung 12). Zunächst greift das Serin der katalytischen Triade den zu
hydrolysierenden Ester unter Bildung eines tetraedrischen Intermediates nukleophil an. Das
dabei freiwerdende Proton des Serinrestes übernimmt der Imidazolrest des Histidins, welcher
durch das Carboxylatanion der Asparaginsäure unterstützt wird. Das negativ geladene Inter-
mediat seinerseits wird durch mehrere Aminosäurereste in einer Region des aktiven Zentrums
stabilisiert, die man das Oxyanionen-Loch nennt.
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Unter Abspaltung eines Alkohols entsteht anschließend ein Enzym-Substrat-Komplex, das
sogenannte Acylenzym. Der nukleophile Angriff von Wasser auf das Acylenzym im nächsten
Schritt der Reaktion führt erneut zu einem tetraedrischen Intermediat, das schließlich in das
freie Enzym und die Fettsäure zerfällt.
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Abbildung 12: Reaktionsmechanismus der lipasekatalysierten Hydrolyse eines
Fettsäureesters
Bei der Bildung des Acylenzyms, die reversibel verläuft, handelt es sich streng genommen um
eine Umesterung des Fettsäureesters mit dem freien Enzym (Abbildung 13). Der dabei frei-
gesetzte Alkohol konkurriert als Nukleophil im anschließenden Katalyseschritt mit Wasser
um das Acylenzym. Da das Wasser gegenüber dem Alkohol jedoch im großen Überschuß
vorhanden ist, liegt das Gleichgewicht der Gesamtreaktion eindeutig auf der Seite der Hydro-
lyseprodukte.
Die Bildung des Acylenzyms verläuft sehr schnell, so daß die Freisetzung von Enzym und
Fettsäure der geschwindigkeitsbestimmende Schritt der lipasekatalysierten Hydrolyse eines
Fettsäureesters ist.
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Abbildung 13: Reaktionsverlauf der lipasekatalysierten Hydrolyse eines Fettsäureesters
Lipasen sind typische „Induced-fit“-Enzyme. Durch Konformationsänderungen sind sie in der
Lage, ein sehr breites Substratspektrum zu akzeptieren. So hydrolysieren sie eine Vielzahl
von Carbonsäureestern unterschiedlichster Konstitution, die verglichen mit den natürlichen
Substraten, d.h. mit Triglyceriden, nur noch die Carbonsäureesterbindung gemeinsam haben.
Nicht zuletzt aus diesem Grunde sind Lipasen mittlerweile die am häufigsten verwendeten
Enzyme in der organischen Synthese.
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2.2.3 Lipasekatalysierte Reaktionen in organischen Lösungsmitteln
Da die Lipolyse ein reversibler Prozess ist, bleibt der Einsatz der Lipasen nicht allein auf die
Hydrolyse von Triglyceriden beschränkt. Ihr außerordentlich großes Synthesepotential ver-
danken die Lipasen unter anderem ihrer Fähigkeit, unter geeigneten Bedingungen auch die
Veresterung von Fettsäuren mit Glycerin zu katalysieren (Abbildung 14).
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Abbildung 14: Lipasekatalysierte Veresterung von Fettsäuren mit Glycerin
Die Lage des Gleichgewichtes ist dabei stark abhängig von der Art – und insbesondere dem
Wassergehalt – des verwendeten Lösungsmittels. So überwiegt in wässerigen Lösungen die
Hydrolyse der Triglyceride, während in organischen Lösungsmitteln die Veresterung der Fett-
säuren die bevorzugte Reaktion ist.
Die Erkenntnis, daß Lipasen ihre katalytische Wirkung auch in organischen Lösungsmitteln
entfalten können, ist in erster Linie den Pionierarbeiten von Klibanov et al. zu verdanken
[108]. Demnach sind Lipasen in vielen nahezu wasserfreien organischen Lösungsmitteln sta-
bil und katalytisch aktiv, sofern ihre Oberfläche von einer molekularen Wasserschicht über-
zogen ist. Darüber hinaus sind Lipasen in organischen Lösungsmitteln häufig thermisch sta-
biler als im wässerigen Medium, so daß sie Reaktionen auch bei höheren Temperaturen, z.T.
bis 100°C, katalysieren können [109,110].
Als „Induced-fit“-Enzyme sind Lipasen in der Lage, nicht nur Fettsäuren, sondern auch ein
breites Spektrum von Carbonsäuren als Substrate zu akzeptieren und mit einer Vielzahl von
Alkoholen zu verestern. Dabei erweist es sich als vorteilhaft, daß die meisten Substrate in
organischen Lösungsmitteln besser löslich sind als in Wasser.
Der Katalysemechanismus der enzymatischen Veresterung einer Fettsäure mit einem Alkohol
ist vergleichbar mit dem Mechanismus der lipasekatalysierten Hydrolyse eines Fettsäure-
esters. Zunächst wird ein Enzym-Substrat-Komplex, das Acylenzym, gebildet, indem das
Serin den Acyldonor, die zu veresternde Fettsäure, nukleophil angreift. Anschließend wird
das Acylenzym vom Alkohol nukleophil angegriffen und zerfällt dabei in das freie Enzym
und den Fettsäureester (Abbildung 15).
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Abbildung 15: Reaktionsverlauf der lipasekatalysierten Veresterung einer Fettsäure mit
einem Alkohol
Der zweite Katalyseschritt der enzymatischen Veresterung einer Fettsäure mit einem Alkohol
verläuft reversibel und nicht wie bei der lipasekatalysierten Hydrolyse eines Fettsäureesters
irreversibel. Indem man jedoch den Alkohol im Überschuß einsetzt und das freiwerdende
Wasser aus der Reaktion entfernt, ist es möglich, das Gesamtgleichgewicht der lipasekataly-
sierten Veresterung auf die Seite der Produkte zu verschieben.
Neben der Veresterung einer Fettsäure bzw. einer Carbonsäure mit einem Alkohol gibt es
noch weitere Esterbildungsreaktionen, die von Lipasen in organischen Lösungsmitteln kataly-
siert werden (Abbildung 16).
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Abbildung 16: Lipasekatalysierte Reaktionen in organischen Lösungsmitteln
Die Reaktion 1 ist die bereits beschriebene Veresterung einer Carbonsäure mit einem Alkohol
(engl.: esterification).
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Die Reaktionen 2 bis 4 sind Umesterungen (engl.: transesterification), bei denen jeweils ein
Ester in einen anderen überführt wird. In der Reaktion 2 wird ein Carbonsäureester mit einem
Alkohol (Alkoholyse, engl.: alcoholysis), in der Reaktion 3 mit einer Carbonsäure (Acidolyse,
engl.: acidolysis) umgesetzt. Reaktion 4 repräsentiert die Umsetzung zweier verschiedener
Carbonsäureester (engl.: interesterification).
Neben der Veresterung einer Fettsäure mit einem Alkohol ist die Umesterung eines Fettsäure-
esters mit einem Alkohol (Abbildung 16, Reaktion 2) die am häufigsten genutzte Methode zur
lipasekatalysierten Bildung von Fettsäureestern.
Im ersten Schritt der enzymatischen Umesterung eines Fettsäureesters mit einem Alkohol bil-
den der Fettsäureester und das Enzym infolge eines nukleophilen Angriff des Serins auf den
Acyldonor einen Enzym-Substrat-Komplex. Das Acylenzym wird anschließend vom Alkohol
nukleophil angegriffen und zerfällt dabei in das freie Enzym und den Fettsäureester (Abbil-
dung 17).
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Abbildung 17: Reaktionsverlauf der lipasekatalysierten Umesterung eines Fettsäureesters
mit einem Alkohol
Während der erste Katalyseschritt identisch mit dem der enzymatischen Hydrolyse eines Fett-
säureesters ist, verläuft der zweite Schritt der lipasekatalysierten Umesterung eines Fettsäure-
esters reversibel und entspricht exakt dem der Veresterung einer Fettsäure mit einem Alkohol.
Der bei der Bildung des Acylenzyms freigesetzte Alkohol R2OH konkurriert als Nukleophil
im zweiten Katalyseschritt mit dem Alkohol R3OH um das Acylenzym. Will man das Gleich-
gewicht der lipasekatalysierten Umesterung eines Fettsäureesters mit einem Alkohol auf die
Produktseite verschieben, ist es daher notwendig, den Alkohol R3OH im Überschuß einzu-
setzen.
Die Umsetzungen eines Fettsäureesters mit einer Fettsäure oder einem weiteren Fettsäureester
(Abbildung 16, Reaktionen 3 und 4) verlaufen komplexer als die Veresterung einer Fettsäure
oder die Alkoholyse eines Fettsäureesters, da jeweils zwei Acylierungsmittel um das Enzym
konkurrieren und somit verschiedene Acylenzyme gebildet werden.
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2.2.4 Selektivität von Lipasen
Lipasen sind aufgrund ihrer Selektivität besonders vielseitige Biokatalysatoren.
So zeichnen sich Lipasen durch eine breite Substratselektivität aus, indem sie eine große Zahl
aliphatischer, alicyclischer, bicyclischer, aromatischer und metallorganischer Ester acylieren
oder deacylieren können. Im Hinblick auf die Konstitution der Carbonsäureester fällt auf, daß
die Variationsbreite für die Alkoholkomponente weitaus größer ist als für die Carbonsäure-
komponente. Während es für die Konstitution der Alkoholkomponente kaum Einschränkun-
gen gibt, akzeptieren Lipasen – entsprechend dem Vorbild ihrer natürlichen Substrate, den
Triglyceriden – im allgemeinen nur lineare aliphatische Carbonsäuren.
Sofern es sich bei den Substraten um prostereogene oder racemische Verbindungen handelt,
sind Lipasen vielfach in der Lage, die Reaktionen stereoselektiv zu katalysieren. Kommen
schließlich mehrere acylierbare oder deacylierbare funktionelle Gruppen im Substrat vor, so
verlaufen die lipasekataylsierten Umsetzungen häufig regioselektiv.
Vor allem die Regioselektivität und Substratselektivität (Fettsäureselektivität) von Lipasen
(Abbildung 18) werden häufig zur Modifizierung von Fetten und Ölen via Hydrolyse, Ver-
esterung und Umesterung genutzt, um Lipide mit wertvollen (lebensmittel-)technischen, bio-
chemischen und physiologischen Eigenschaften zu gewinnen [111,112].
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Abbildung 18: Regioselektivität und Fettsäureselektivität von Lipasen
(R1, R2, R3 = Alkylreste)
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Viele Lipasen, die aus Mikroorganismen gewonnen werden, so z.B. die Lipase von Candida
cylindracea, zeigen keinerlei Regioselektivität während der Hydrolyse von Triglyceriden. Sie
spalten  die  Fettsäureester  unspezifisch  an  allen  drei  Positionen  des  Triglyceridmoleküls  und
bewirken eine totale Hydrolyse des Triglycerids zu Glycerin und Fettsäuren (Abbildung 18).
Als Zwischenprodukte treten 1,2-, 2,3- und 1,3-Diglyceride sowie 1- bzw. 3- und 2-Monogly-
ceride auf.
Demgegenüber unterscheiden sn-1,3-spezifische Lipasen wie die Lipase von Mucor miehei
selektiv zwischen den sn-1- und sn-3-Positionen einerseits und der sn-2-Position andererseits.
Aufgrund der sterischen Hinderung ist das Eindringen der sn-2-Fettsäureester in das aktive
Zentrum der Lipasen nämlich erschwert [113], so daß sn-1,3-spezifische Lipasen Fettsäure-
ester vornehmlich an den sn-1- und sn-3-Positionen spalten. Dabei entstehen zunächst 1,2-
bzw. 2,3-Diglyceride und schließlich 2-Monoglyceride. Da die intermediär gebildeten Digly-
ceride, insbesondere jedoch die 2-Monoglyceride, relativ instabil sind und durch intramoleku-
lare Acylgruppenwanderung in 1,3-Diglyceride und 1-Monoglyceride übergehen, führt das
längerdauernde Einwirken sn-1,3-spezifischer Lipasen schließlich ebenfalls zu einer Total-
hydrolyse des Triglycerids.
Hinweise auf sn-2-spezifische Lipasen sind sehr selten und z.T. nicht eindeutig. So berichte-
ten Riaublanc et al., daß die Lipase von Candida parapsilosis bei der Hydrolyse von Tri- und
Diglyceriden bevorzugt Fettsäureester an der sn-2-Position spaltet [114]. Briand et al. wiesen
später jedoch nach, daß die scheinbare sn-2-Spezifität der Candida parapsilosis-Lipase ledig-
lich auf eine unspezifische Hydrolyse mit anschließender Acylgruppenwanderung zurückzu-
führen ist [115, 116].
Nach Rogalska et al. zeigt die Lipase A von Candida antarctica bei der Hydrolyse von Tri-
glyceriden zwar eine deutliche Präferenz für sn-2-Fettsäureester [117], wobei unter den ge-
wählten Reaktionsbedingungen keine Acylgruppenwanderungen stattfinden, doch wurde die
sn-2-Spezifität der Lipase A von Candida antarctica bislang kein weiteres Mal verifiziert.
Darüber hinaus konnte auch für die aus dem Schimmelpilz Geotrichum candidum gewonnene
Lipase nachgewiesen werden, daß sie selektiv Fettsäureester an der sn-2-Position von Trigly-
ceriden spaltet [118, 119]. Da sich die Bevorzugung der sn-2-Fettsäureester jedoch nur auf
langkettige, ungesättigte Fettsäurereste mit einer ersten cis-Doppelbindung in der D9-Position
beschränkt – z.B. Ölsäure (cis-9-Octadecensäure) und Linolsäure (cis-9, cis-12-Octadecadien-
säure) – , ist es im Falle der Geotrichum candidum-Lipase angebracht, weniger von einer
sn-2-Spezifität als vielmehr von einer Fettsäureselektivität zu sprechen [120].
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Wie bereits im Kapitel 2.2.3 erwähnt, katalysieren Lipasen nicht nur die Hydrolyse von Tri-
glyceriden. Vielmehr kann man mit ihrer Hilfe unter geeigneten Bedingungen, d.h. in wasser-
armen organischen Lösungsmitteln, auch die Veresterung von Fettsäuren mit Glycerin durch-
führen. In den meisten Fällen bleiben die bei der Hydrolyse von Triglyceriden beobachteten
Regio- und Fettsäureselektivitäten von Lipasen bei Veresterungsreaktionen bestehen (Abbil-
dung 18).
Demzufolge verestert eine unspezifische Lipase die Fettsäuren an allen drei Positionen des
Glycerins, während eine sn-1,3-spezifische Lipase die Fettsäuren vornehmlich an den sn-1-
und sn-3-Positionen des Glycerins einbaut. Eine fettsäurespezifische Lipase schließlich ver-
estert nur ganz bestimmte Fettsäuren mit Glycerin (Abbildung 18).
Da Lipasen in organischen Lösungsmitteln neben Veresterungsreaktionen auch Umesterungs-
reaktionen katalysieren, gelten die Regio- und Fettsäureselektivitäten von Lipasen auch für
Umsetzungen von Triglyceriden mit Alkoholen (Alkoholyse) und Fettsäuren (Acidolyse)
sowie für Reaktionen verschiedener Triglyceride miteinander. Dementsprechend führt der
Einsatz einer unspezifischen Lipase bei der Umesterung eines Triglycerids mit einer Fettsäure
zu einem statistischen Austausch der Fettsäurereste im Triglycerid („Randomisierung“). Eine
sn-1,3-spezifische Lipase hingegen tauscht vornehmlich Fettsäurereste in den sn-1- und sn-3-
Positionen aus, während eine fettsäurespezifische Lipase nur ganz bestimmte Fettsäureester
umestert.
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2.2.5 Industrielle Anwendungen von Lipasen
Die wichtigsten industriellen Anwendungen von Lipasen werden nachfolgend kurz beschrie-
ben. Detaillierte Informationen findet man in einigen aktuellen Übersichtsartikeln [121-123].
2.2.5.1 Lipasen in der Waschmittelindustrie
Die bedeutendste industrielle Anwendung von Lipasen ist ihr Zusatz zu Waschmitteln und
Haushaltsreinigern und dient der Beseitigung von Fettverschmutzungen auf dem Waschgut.
An die Lipasen werden dabei besonders hohe Anforderungen gestellt. Einerseits sollten sie
sich im Hinblick auf die vielfältigen Variationsmöglichkeiten der Zusammensetzung von Tri-
glyceriden im Fettfleck durch eine breite Substratselektivität auszeichnen. Andererseits müs-
sen sie eine besondere Stabilität hinsichtlich pH-Wert (Optimum: 10-11) und Temperatur
(Optimum: 40-50°C) und gegenüber anderen Hilfsstoffen (z.B. Lineare Alkylbenzolsulfonate
oder Proteasen) aufweisen.
1994 führte Novo Nordisk unter der Bezeichnung LipolaseTM die erste kommerzielle Wasch-
mittel-Lipase ein. Das Produkt, eine Lipase aus dem Pilz Humicola lanuginosa, die in einem
Aspergillus oryzae-Wirtsstamm kloniert und exprimiert wird, besitzt ein pH-Optimum von 10
und ein Temperatur-Optimum von 40°C. 1995 führte Genencor International zwei weitere
Waschmittel-Lipasen – gewonnen aus Bakterien – ein: LumafastTM aus Pseudomonas men-
docina, kloniert und exprimiert in Bacillus spec., und LipomaxTM aus Pseudomonas pseudo-
alcaligenes, kloniert und exprimiert im gleichen Organismus. 1998 erlangte schließlich eine
neue, durch protein engineering gewonnene Lipase der Novo Nordisk unter der Bezeichnung
LipoPrimeTM Marktreife. Im Vergleich zu den anderen Waschmittel-Lipasen zeichnet sie sich
bereits beim ersten Waschgang durch ihre fettlösenden Eigenschaften aus, und sie verhindert
darüber hinaus die weitere Anlagerung von Fett an die Faser.
Eine weitere Aufgabe, die Lipasen in Waschmitteln zukommt, ist die in situ-Herstellung von
mittelkettigen Persäuren (C8 –  C12), die unter den schwach alkalischen Bedingungen beim
Waschen bereits bei niedrigen Temperaturen oxidierend wirken und daher als Bleichmittel
fungieren. Die lipasekatalysierte Synthese von Persäuren ist im übrigen eine Reaktion, die
auch in unserem Institut für Lipidforschung intensiv erforscht wurde.
2.2.5.2 Lipasen in der Papierindustrie
Nippon Paper Industries in Japan verwendet die Lipase aus dem Pilz Candida rugosa, um
mehr als 90% der im Zellstoff vorhandenen und bei der Papierherstellung störenden Triglyce-
ride abzubauen. In einem ähnlichen Verfahren, ausgelegt auf eine Tageskapazität von mehre-
ren hundert Tonnen Zellstoff, kommen auch bei der Nihon Seishi Company aus Tokio Lipa-
sen zur Optimierung ihrer Papierherstellung zum Einsatz.
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2.2.5.3 Lipasen in der Milchindustrie
In der Milchindustrie finden Lipasen bevorzugt bei der Käseherstellung Verwendung. Der
Milch zugesetzt, können Lipasen das Käsearoma verstärken und den Reifeprozess beschleuni-
gen. Neben prägastrischen Lipasen von Schaf oder Ziege werden insbesondere bei der moder-
nen Käseherstellung Lipasen von Aspergillus niger, Aspergillus oryzae und Mucor miehei
verwendet. Die Fettsäureselektivität der Lipasen beeinflußt maßgeblich den Geschmack des
Käses. Während die bevorzugte Freisetzung von kurzkettigen Fettsäuren (C4 –  C6)  eher  ein
pikantes, scharfes Aroma nach sich zieht, ist die Anreicherung von mittel- und langkettigen
Fettsäuren (> C12) mit einem mehr seifigen Aroma des Käses verbunden [124].
2.2.5.4 Lipasen in der organischen Synthese und der pharmazeutischen Industrie
Lipasen katalysieren eine große Zahl chemo-, regio- und stereoselektiver Reaktionen. Fast ein
Drittel aller Biotransformationen in der organischen Synthese sind lipasekatalysiert [125].
In der pharmazeutischen Industrie gewinnen enantiomerenreine Verbindungen bei der Wirk-
stoffsynthese zunehmend an Bedeutung. Das Potential von Lipasen im Hinblick auf enantio-
selektive Synthesen ist daher in der Vergangenheit intensiv untersucht worden. Im Gegensatz
zu der enormen Anzahl an Publikationen zu diesem Thema fällt die Zahl der Beispiele für die
industrielle Anwendung von Lipasen bei der Synthese enantiomerenreiner Zwischen- und
Endprodukte allerdings gering aus. Häufig sind physikalische Verfahren wie die Kristallisa-
tion, die asymmetrische chemische Synthese oder Fermentationsverfahren bei der Gewinnung
von optisch aktiven Verbindungen wirtschaftlich überlegen. Die industrielle Synthese von
chiralen Aminen mit Hilfe der Lipase von Burkholderia plantarii bildet diesbezüglich jedoch
eine rühmliche Ausnahme [126].
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2.2.6 Lipasekatalysierte Modifizierung von Fetten und Ölen
Natürlich vorkommende Fette und Öle zeichnen sich durch eine charakteristische Fettsäure-
zusammensetzung und eine bestimmte Verteilung eben jener Fettsäuren auf die sn-1-, sn-2-
und sn-3-Positionen des Glycerinmoleküls aus. So ist z.B. die Triglyceridstruktur vieler hei-
mischer Pflanzenöle dadurch gekennzeichnet, daß die gesättigten Fettsäuren – Palmitinsäure
(16:0) und Stearinsäure (18:0) – vornehmlich an den sn-1- und sn-3-Positionen verestert sind,
während mehrfach ungesättigte Fettsäuren wie die Linolsäure (9c,12c-18:2) und die Linolen-
säure (9c,12c,15c-18:3) bevorzugt an der sn-2-Position des Glycerins eingebaut werden. Die
einfach ungesättigte Ölsäure (9c-18:1) liegt in der Regel relativ gleichmäßig verteilt an allen
drei sn-Positionen des Glycerins als Ester vor.
Durch gezielte Veränderung der Fettsäurezusammensetzung und Triglyceridstruktur nativer
Fette und Öle lassen sich Lipide mit wertvollen (lebensmittel-)technischen, biochemischen
und physiologischen Eigenschaften gewinnen [127]. Diese strukturierten Lipide, die synonym
als strukturierte Triglyceride oder Designer-Triglyceride bezeichnet werden und zu den
Designer-Lipiden zählen [128], weisen gegenüber den natürlich vorkommenden Fetten und
Ölen ein modifiziertes Triglycerid-Profil auf. Zur Herstellung von strukturierten Triglyceriden
eignen sich neben gentechnischen und pflanzenzüchterischen Verfahren vor allem chemische
und enzymatische Methoden [129,130].
Der entscheidende Unterschied zwischen enzymatischen und chemischen Methoden bei der
Modifizierung von Fetten und Ölen ist der Umstand, daß die Regio- und Fettsäureselektivität
von Lipasen die Herstellung von maßgeschneiderten Designer-Triglyceriden erlaubt. Denn im
Gegensatz zur chemischen Synthese strukturierter Triglyceride, die, wie in Kapitel 2.1.2.3 be-
schrieben, zu einer statistischen Verteilung der Fettsäurereste an den sn-Positionen des Glyce-
rinmoleküls führt (Randomisierung), ermöglichen lipasekatalysierte Reaktionen die Herstel-
lung von strukturierten Lipiden mit definierter Positionierung der Fettsäurereste im Glycerin-
molekül, was aus (ernährungs-)physiologischer Sicht durchaus von Vorteil sein kann.
Wie nämlich in neueren Untersuchungen zur physiologischen Wirkung von Fetten und Ölen
gezeigt werden konnte, beeinflusst nicht nur die Fettsäurezusammensetzung, sondern auch die
Triglyceridstruktur die Resorption und den Stoffwechsel von Fettsäuren [131,132]. So werden
z.B. Triglyceride mit einem hohen Anteil an gesättigten Fettsäureresten in den sn-1,3-Positio-
nen schlechter resorbiert als Triglyceride, in denen gesättigte Fettsäuren wie die Palmitinsäure
(16:0) und die Stearinsäure (18:0) an der sn-2-Position des Glycerinmoleküls verestert sind
[133].
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Die Triglyceridstruktur von Kakaobutter zeichnet sich in einzigartiger Weise dadurch aus, daß
die gesättigten Fettsäuren – Palmitinsäure und Stearinsäure – lediglich an den sn-1,3-Positio-
nen verestert sind, während die Ölsäure (9c-18:1) ausschließlich an der sn-2-Position des Gly-
cerins eingebaut wird. Die enzymatische Herstellung von Kakaobutterersatz ist ein klassisches
Beispiel für die industrielle Anwendung von Lipasen zur Modifizierung von Fetten und Ölen
(Abbildung 19). So führt z.B. die Acidolyse der Palmöl-Mittelfraktion, einer speziellen Palm-
ölfraktion, deren Triglyceride Palmitinsäurereste an den sn-1,3-Positionen und Ölsäurereste
an der sn-2-Position enthalten, mit Stearinsäure oder die Umesterung der Palmöl-Mittelfrak-
tion mit Stearinsäureethylester unter Katalyse der sn-1,3-spezifischen Lipase von Rhizomucor
miehei (Lipozyme) zum Einbau der Stearinsäure in die sn-1,3-Positionen und somit zu Trigly-
ceriden, die eine ähnliche Struktur wie die natürlichen Triglyceride der Kakaobutter aufwei-
sen [134,135].
Palmöl-Mittelfraktion
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Kakaobutterersatz
Abbildung 19: Enzymatische Herstellung von Kakaobutterersatz durch Acidolyse einer
Palmöl-Mittelfraktion mit Stearinsäure
(RML: Lipase von Rhizomucor miehei, Lipozyme)
Ein weiteres Beispiel für die industrielle Anwendung von Lipasen zur Modifizierung von Fet-
ten und Ölen ist die enzymatische Herstellung von Muttermilchfettersatz [134,136]. Unter der
Bezeichnung BetapolTM bietet die niederländische Loders Croklaan strukturierte Triglyceride
an, die Palmitinsäurereste an der sn-2-Position und Ölsäurereste an den sn-1,3-Postionen ent-
halten und durch Acidolyse von Tripalmitin (Palmöl-Fraktion) mit Ölsäure oder durch Um-
esterung der Tripalmitin-Fraktion mit Ölsäureethylester unter Verwendung der sn-1,3-spezi-
fischen Lipase von Rhizomucor miehei (Lipozyme) gewonnen werden (Abbildung 20).
Tripalmitin Muttermilchfettersatz
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Abbildung 20: Enzymatische Herstellung von Muttermilchfettersatz (BetapolTM) durch
Acidolyse von Tripalmitin mit Ölsäure
(RML: Lipase von Rhizomucor miehei, Lipozyme)
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2.3 Substratselektivität von Lipasen
Mehrfach ungesättigte w-3- und w-6-Fettsäuren wie all-cis-4,7,10,13,16,19-Docosahexaen-
säure  (DHA)  und  all-cis-5,8,11,14,17-Eicosapentaensäure (EPA) bzw. all-cis-6,9,12-Octa-
decatriensäure (g-Linolensäure, GLA) finden dank ihrer (ernährungs-)physiologischen Eigen-
schaften als „Funktionelle Lebensmittel“ (Functional Food) zunehmend Verwendung. Dabei
werden jene Fettsäuren entweder als Konzentrate in Form von Kapseln oder als Zusätze der
verschiedensten Lebensmittel (z.B. „Omega-3-Brot“) zum Verzehr angeboten. Darüber hinaus
werden mehrfach ungesättigte w-3- und w-6-Fettsäuren zur Herstellung spezieller Designer-
Triglyceride verwendet, die als sogenannte „Nutraceuticals“ der Prophylaxe und Therapie von
Fettstoffwechselstörungen dienen.
Zur Anreicherung von Docosahexaensäure und Eicosapentaensäure aus Fischölen und von
g-Linolensäure aus Borretsch- oder Nachtkerzenöl haben sich verschiedene Lipasen aufgrund
ihrer Substratselektivität, d.h. Fettsäureselektivität, als außerordentlich geeignet erwiesen. So
wurde im Institut für Lipidforschung ein Verfahren entwickelt, bei dem man die Eigenschaft
der Lipase von Rhizomucor miehei, Fettsäuren mit einer cis-6-Doppelbindung zu diskriminie-
ren, nutzt, um aus Borretsch- oder Nachtkerzenöl Konzentrate mit einem g-Linolensäuregehalt
von 80-90% herzustellen [6].
Grundsätzlich gilt: Die Fettsäureselektivität von Lipasen ist ein maßgebliches Kriterium bei
der Auswahl von Biokatalysatoren zur Anreicherung spezieller Fettsäuren aus natürlichen
Fetten und Ölen oder Fettsäuregemischen sowie zur Herstellung strukturierter Triglyceride
auf der Basis eben jener angereicherten Fettsäuren. Der Bestimmung der Fettsäureselektivität
von Lipasen kommt insofern eine besondere Bedeutung zu.
Die nachfolgenden Kapitel 2.3.1 bis 2.3.4 geben einen Literaturüberblick über (systematische)
Studien zur Selektivität von Lipasen gegenüber cis/trans-isomeren ungesättigten Fettsäuren.
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2.3.1 Selektivität von Lipasen gegenüber cis/trans- und positionsisomeren
Octadecensäuren und Octadecensäureestern
Tabelle 5: Selektivität von Lipasen gegenüber cis/trans- und positionsisomeren Octadecen-
säuren und Octadecensäureestern
Substrat Lipase von Reaktion Selektivität Lit.
9c- und 9t-18:1 Pancreas Hydrolyse eines synthetischen
Triglycerids, das neben Ölsäure
auch Elaidinsäure enthält
Keine Differenzierung
zwischen Ölsäure und
Elaidinsäure
[137]
9c- und 9t-18:1 Geotrichum candidum Hydrolyse eines synthetischen
Triglycerids, das neben Ölsäure
auch Elaidinsäure enthält
Bevorzugung von Ölsäure
gegenüber Elaidinsäure
[138]
3t-18:1 Pancreas Hydrolyse von Triglyceriden aus
Samenölen, die die trans-3-Octa-
decensäure enthalten
Diskriminierung von
3t-18:1
[139]
2c- – 16c-18:1 Geotrichum candidum Hydrolyse von synthetischen Tri-
glyceriden, die jeweils eine posi-
tionsisomere cis-Octadecensäure
enthalten
Bevorzugung von Ölsäure
gegenüber allen anderen
cis-Octadecensäuren der
D2-D16-Reihe
[140]
2c- – 16c-18:1 Pancreas Hydrolyse von synthetischen Tri-
glyceriden, die jeweils eine posi-
tionsisomere cis-Octadecensäure
enthalten
Diskriminierung von
cis-Octadecensäuren der
D2-D7-Reihe mit einem
Maximum bei 5c-18:1
[141]
6c- und 6t-18:1
9c- und 9t-18:1
11c-18:1
Brassica napus (Raps) Veresterung der Fettsäuren mit
n-Butanol
Bevorzugung von Ölsäure
gegenüber allen anderen
Octadecensäuren; Diskri-
minierung von Petroselin-
säure
[142]
9c- und 9t-18:1
11c-18:1
Geotrichum candidum Hydrolyse der Fettsäuremethyl-
ester
Bevorzugung von Ölsäure
gegenüber Elaidinsäure
sowie cis-Vaccensäure
[143]
6c-18:1
9c- und 9t-18:1
Avena sativa (Hafer) Hydrolyse von reinen Triglyce-
riden, die jeweils nur eine Octa-
decensäure enthalten
Bevorzugung von Ölsäure
und Elaidinsäure gegen-
über Petroselinsäure
[144]
6c-18:1 Candida cylindracea
Chromobact. viscosum
Mucor miehei
Penicillium cyclopium
Penicillium sp.
Rhizopus arrhizus
Porcine pancreas
Veresterung der Fettsäure mit
n-Butanol
Diskriminierung von
Petroselinsäure
(Ausnahme:
Chromobact. viscosum L.)
[145]
6c-18:1
9c- und 9t-18:1
11c-18:1
Geotrichum candidum Veresterung der Fettsäuren mit
n-Octanol
Bevorzugung von Ölsäure
gegenüber Elaidinsäure
sowie Petroselinsäure und
cis-Vaccensäure
[146]
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Tabelle 5: Selektivität von Lipasen gegenüber cis/trans- und positionsisomeren Octadecen-
säuren und Octadecensäureestern (Fortsetzung)
Substrat Lipase von Reaktion Selektivität Lit.
7c-18:1
9c-18:1
Geotrichum candidum Veresterung der Fettsäuren mit
n-Butanol
Keine Differenzierung
zwischen Ölsäure und
7c-18:1
[147]
6c-18:1
9c- und 9t-18:1
Geotrichum candidum Veresterung der Fettsäuren mit
n-Butanol
Bevorzugung von Ölsäure
gegenüber Elaidinsäure
sowie Petroselinsäure
[148]
6c-18:1
9c-18:1
Candida cylindracea
Rhizopus arrhizus
Rhizomucor miehei
Porcine pancreas
Brassica napus (Raps)
Veresterung der Fettsäuren mit
n-Butanol
Bevorzugung von Ölsäure
gegenüber Petroselinsäure
[149]
6c-18:1
9c- und 9t-18:1
Flavobact. odoratum Enzymassay mit den p-Nitro-
phenylestern der Fettsäuren
Bevorzugung von Ölsäure
und Petroselinsäure gegen-
über Elaidinsäure
[150]
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2.3.2 Selektivität von Lipasen gegenüber cis/trans-isomeren Octadecensäuren,
Octadecadiensäuren, Octadecatriensäuren und Estern der D9-Reihe
Tabelle 6: Selektivität von Lipasen gegenüber cis/trans-isomeren Octadecensäuren,
Octadecadiensäuren, Octadecatriensäuren und Estern der D9-Reihe
Substrat a) Lipase von Reaktion Selektivität Lit.
9c,12c-18:2
9c,12t-18:2
9t,12c-18:2
9t,12t-18:2
Geotrichum candidum Hydrolyse von synthetischen
Triglyceriden
Bevorzugung von
Linolsäure gegenüber
Linolelaidinsäure;
keine Differenzierung
zwischen 9c,12t-18:2 und
9t,12c-18:2
[151]
9c-18:1
9c,12c-18:2
9c,12c,15c-18:3
Brassica napus (Raps) Veresterung der Fettsäuren mit
n-Butanol
Bevorzugung von Linolen-
säure gegenüber Ölsäure
und Linolsäure
[142]
9c-18:1
9c,12c-18:2
9c,12c,15c-18:3
Avena sativa (Hafer) Hydrolyse von reinen Triglyce-
riden, die jeweils nur eine Fett-
säure enthalten
Bevorzugung von Ölsäure
und Linolsäure gegenüber
Linolensäure
[144]
9c-18:1
9c,12c-18:2
9c,12c,15c-18:3
Geotrichum candidum Veresterung der Fettsäuren mit
n-Butanol
Keine Differenzierung
zwischen Ölsäure, Linol-
säure und Linolensäure
[148]
9c-18:1
9c,12c-18:2
9c,12c,15c-18:3
Flavobact. odoratum Enzymassay mit den p-Nitro-
phenylestern der Fettsäuren
Bevorzugung von Linol-
säure gegenüber Ölsäure
und Linolensäure
[150]
9c-18:1
9c,12c-18:2
Rhizomucor miehei Veresterung der Fettsäuren mit
Glycerin (Glycerolyse)
Bevorzugung von Ölsäure
gegenüber Linolsäure
[152]
9c-18:1
9c,12c-18:2
9c,12c,15c-18:3
Burkholderia cepacia
Candida antarctica B
Rhizomucor miehei
Umsetzung der Fettsäuren mit
verschiedenen Polyolacetaten
Bevorzugung von Linol-
säure gegenüber Ölsäure
und Linolensäure (Burk-
holderia cepacia L.) bzw.
keine Differenzierung
[153]
a)  9c-18:1 (Ölsäure)
9c,12c-18:2 (Linolsäure)
9t,12t-18:2 (Linolelaidinsäure)
9c,12c,15c-18:3 (Linolensäure)
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2.3.3 Selektivität von Lipasen gegenüber cis/trans- und positionsisomeren
konjugierten Octadecadiensäuren und Octadecadiensäureestern
Tabelle 7: Selektivität von Lipasen gegenüber cis/trans- und positionsisomeren
konjugierten Octadecadiensäuren und Octadecadiensäureestern
Substrat Lipase von Reaktion Selektivität Lit.
9c,11t-18:2
10t,12c-18:2
Aspergillus niger
Geotrichum candidum
Veresterung eines 1:1-Gemisches
der beiden CLA-Isomeren mit
n-Butanol
Bevorzugung von 9c,11t-18:2
gegenüber 10t,12c-18:2
[154]
9c,11t-18:2
10t,12c-18:2
Geotrichum candidum
Rhizomucor miehei
Veresterung eines CLA-Fettsäure-
gemisches mit n-Octanol
Bevorzugung von 9c,11t-18:2
gegenüber 10t,12c-18:2
(Geotrichum candidum L.)
bzw. keine Differenzierung
zwischen den CLA-Isomeren
(Rhizomucor miehei L.)
[155]
9c,11t-18:2
10t,12c-18:2
Alkaligenes sp.
Aspergillus niger
Candida sp.
Candida rugosa
Geotrichum candidum
Candida antarctica B
Veresterung eines 1:1-Gemisches
der beiden CLA-Isomeren mit
n-Butanol
Bevorzugung von 9c,11t-18:2
gegenüber 10t,12c-18:2
(Ausnahmen:
Alkaligenes sp. L.: unselektiv
Candida antarctica L. B:
selektiv für 10t,12c-18:2)
[156]
9c,11t-18:2
9t,11c-18:2
10t,12c-18:2
Geotrichum candidum Hydrolyse eines CLA-Fettsäure-
methylestergemisches und Ver-
esterung von CLA-Fettsäure-
gemischen mit Methanol, Ethanol
oder n-Octanol
Bevorzugung von 9c,11t-18:2
gegenüber 10t,12c-18:2;
Diskriminierung von 9t,11c-
18:2
[157]
9c,11t-18:2
10t,12c-18:2
Penicillium camem-
bertii
Veresterung eines CLA-Fettsäure-
gemisches mit Glycerin
Keine Differenzierung
zwischen den CLA-Isomeren
[158]
9c,11t-18:2
10t,12c-18:2
Candida rugosa Veresterung eines CLA-Fettsäure-
gemisches mit n-Dodecanol
Bevorzugung von 9c,11t-18:2
gegenüber 10t,12c-18:2
[159]
9c,11t-18:2
10t,12c-18:2
Candida rugosa Veresterung eines CLA-Fettsäure-
gemisches mit n-Dodecanol
Bevorzugung von 9c,11t-18:2
gegenüber 10t,12c-18:2
[160]
9c,11t-18:2
10t,12c-18:2
Candida rugosa Veresterung eines CLA-Fettsäure-
gemisches mit Glycerin
Bevorzugung von 9c,11t-18:2
gegenüber 10t,12c-18:2
[161]
Die Selektivität von Lipasen gegenüber cis/trans- und positionsisomeren konjugierten Octa-
decadiensäuren und Octadecadiensäureestern wird inzwischen zur Herstellung von struktu-
rierten Triglyceriden mit CLA genutzt [162-179].
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2.3.4 Selektivität von Lipasen gegenüber weiteren langkettigen, einfach und
mehrfach ungesättigten Fettsäuren und Fettsäureestern
Tabelle 8: Selektivität von Lipasen gegenüber weiteren langkettigen, einfach und mehrfach
ungesättigten Fettsäuren und Fettsäureestern
Substrat a) Lipase von Reaktion Selektivität Lit.
DHA
EPA
GLA
13c-22:1
Brassica napus (Raps) Veresterung der Fettsäuren
mit n-Butanol
Diskriminierung von Fett-
säuren mit einer cis-4 oder
cis-6-Doppelbindung
[142]
DHA
EPA
GLA
8c,11c,14c-20:3
Candida cylindracea
Chromobact. viscosum
Mucor miehei
Penicillium cyclopium
Penicillium sp.
Rhizopus arrhizus
Porcine pancreas
Veresterung der Fettsäuren
mit n-Butanol
Diskriminierung von Fett-
säuren mit einer cis-4-, cis-6-
oder cis-8-Doppelbindung
(Ausnahmen für:
Chromobact. viscosum L.
Porcine pancreas L.)
[145]
13c-22:1 Aspergillus niger
Candida rugosa
Geotrichum candidum
Pseudomonas cepacia
Rhizomucor miehei
Rhizopus delemar
Rhizopus oryzae
Porcine pancreas
(Partielle) Hydrolyse von
erucasäurereichem Rapsöl
Akzeptanz von 13c-22:1
(Erucasäure) als Substrat
(Ausnahmen:
Candida cylindracea L.
Geotrichum candidum L.)
[147]
GLA
9c-22:1
13c-22:1
Geotrichum candidum Veresterung der Fettsäuren
mit n-Butanol
Diskriminierung von GLA
sowie 9c-22:1und 13c-22:1
[148]
DHA
EPA
11c-20:1
13c-22:1
Rhizomucor miehei Veresterung der Fettsäuren
und Umesterung der Fett-
säureethylester mit n-Pro-
panol
Bevorzugung von 11c-20:1
und 13c-22:1 gegenüber EPA;
Diskriminierung von DHA
[180]
DHA
GLA
8c,11c,14c-20:3
Candida cylindracea
Rhizopus arrhizus
Rhizomucor miehei
Porcine pancreas
Brassica napus (Raps)
Veresterung der Fettsäuren
mit n-Butanol
Diskriminierung von Fett-
säuren mit einer cis-4-, cis-6-
oder cis-8-Doppelbindung
(Ausnahmen für:
Porcine pancreas L.)
[149]
5c,8c,11c-20:3
6c,9c-18:2
Candida rugosa
Pseudomonas aerugi-
nosa
Hydrolyse von Mortierella
alpina-Öl
Bevorzugung von 6c,9c-18:2
gegenüber 5c,8c,11c-20:3
(Pseudomonas aeruginosa L.)
bzw. keine Differenzierung
(Candida rugosa L.)
[181]
a) DHA: 4c,7c,10c,13c,16c,19c-22:6 (Docosahexaensäure)
EPA:  5c,8c,11c,14c,17c-20:5 (Eicosapentaensäure)
GLA:  6c,9c,12c-18:3 (g-Linolensäure)
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3. Eigene Versuche
3.1 Einleitung
Ausgangspunkt der vorliegenden Arbeit war die Diskussion über gesundheitliche Risiken von
trans-Fettsäuren in der Ernährung. Trans-Fettsäuren entstehen einerseits in Anwesenheit von
anaeroben Mikroorganismen bei der biokatalysierten Hydrierung mehrfach ungesättigter Fett-
säuren im Pansen der Wiederkäuer. Andererseits fallen sie bei der industriellen Margarine-
Herstellung als Glyceride bei der partiellen Hydrierung von Pflanzenölen an. Während in der
Milch und in Milch- und Fleischprodukten von Wiederkäuern die trans-Vaccensäure (trans-
11-Octadecensäure) die bei weitem häufigste trans-Fettsäure ist, zeichnet sich das Fettsäure-
spektrum der teilweise gehärteten Pflanzenöle durch eine breite Verteilung positionsisomerer
trans-Fettsäuren aus, wobei die Elaidinsäure (trans-9-Octadecensäure) deutlich überwiegt.
Um die gesundheitlichen Risiken von trans-Fettsäuren beurteilen zu können, wurden in der
Vergangenheit die Elaidinsäure, die trans-Vaccensäure oder Gemische positionsisomerer
trans-Fettsäuren hinsichtlich ihrer physiologischen Auswirkungen untersucht. Ein gezieltes
Studium der Bioaktivität einzelner Octadecensäuren mit definierter Position und Konfigura-
tion der C=C-Doppelbindung scheiterte jedoch bislang daran, daß derartige Fettsäuren für sol-
che Untersuchungen nicht in ausreichender Menge zur Verfügung standen.
Eine elegante – und in unserem Arbeitskreis intensiv erforschte – Methode, langkettige funk-
tionalisierte Olefine mit einer definierten Position der C=C-Doppelbindung im präparativen
Maßstab zu synthetisieren, ist die Olefin-Metathese. Durch die Co-Metathese endständig
ungesättigter Fettsäureester mit (symmetrischen) Olefinen gelingt auf einfache Art und Weise
die Bereitstellung ungesättigter Fettsäuren in Form ihrer Ester, bei denen die Position der
C=C-Doppelbindung und die Kettenlänge durch die Wahl des ungesättigten Fettsäureesters
bzw. des Olefins festgelegt werden kann. Daß sich das Synthesepotential der Olefin-Meta-
these grundsätzlich eignet, um Octadecensäuren mit definierter Position der C=C-Doppel-
bindung für besagte Untersuchungen ihrer gesundheitlichen Risiken bereitzustellen, sollte in
der vorliegenden Arbeit am Beispiel der Umsetzung von 10-Undecensäuremethylester und
1-Nonen (bzw. 8-Hexadecen) zum 10-Octadecensäuremethylester, der Vorstufe der kommer-
ziell nicht erhältlichen 10-Octadecensäure, gezeigt werden.
Die metathetische Herstellung einer Monoenfettsäure – und somit auch die Synthese einer
Octadecensäure mit definierter Position der C=C-Doppelbindung via Olefin-Metathese – führt
stets zu einem thermodynamischen Gleichgewichtsgemisch der Konfigurationsisomeren, das
zu ca. 80% aus der trans-Fettsäure und zu ca. 20% aus der cis-Fettsäure besteht. Eine Tren-
nung der Konfigurationsisomeren kann mit Hilfe der Silberionen-Dünnschichtchromatogra-
phie oder der Silberionen-HPLC vorgenommen werden. Beide chromatographische Verfahren
sind allerdings aufwendig und gelingen nur im mg-Maßstab.
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Die Suche nach einer alternativen Trennmethode führte schließlich zu der Idee, eine Frak-
tionierung von cis- und trans-Octadecensäuren mit Hilfe selektiver Lipasen (Triacylglycerin-
acylhydrolasen, EC 3.1.1.3) in enzymkatalysierten Reaktionen, d.h. via Veresterung oder
Umesterung der konfigurationsisomeren Fettsäuren bzw. Fettsäureester, durchzuführen. Denn
bereits in der Vergangenheit sind Lipasen erfolgreich zur Anreicherung oder Isolierung ein-
zelner Fettsäuren aus natürlichen oder synthetischen Fettsäuregemischen eingesetzt worden.
Notwendige Voraussetzung für jene Anwendung von Lipasen ist allerdings die Kenntnis ihrer
Substratselektivität, d.h. ihres Vermögens, zwischen einzelnen Fettsäuren oder Klassen von
Fettsäuren zu unterscheiden.
Die Bestimmung der Substratselektivität von Lipasen bildete den eigentlichen Schwerpunkt
der vorliegenden Dissertation und stand folglich im Mittelpunkt der eigenen Untersuchungen.
In einem sehr umfangreichen Screening mit Lipasen von Mikroorganismen, Pflanzen und
tierischem Gewebe sollten zunächst solche Biokatalysatoren identifiziert werden, die bei der
enzymatischen Veresterung von Ölsäure (cis-9-Octadecensäure) und Elaidinsäure (trans-9-
Octadecensäure) mit n-Butanol in n-Hexan eine Präferenz für eine der beiden konfigurations-
isomeren 9-Octadecensäuren zeigten und sich somit durch ihre cis/trans-Selektivität aus-
zeichneten. Des weiteren sollte exemplarisch untersucht werden, inwieweit die Ergebnisse
der enzymatischen Veresterung von Ölsäure und Elaidinsäure im Hinblick auf die Substrat-
selektivität einer Lipase mit den Ergebnissen der enzymatischen Umesterung von Ölsäure-
und Elaidinsäuremethylester mit n-Butanol in n-Hexan korrelierten.
Anschließend sollte die Bestimmung der Substratselektivität für einige selektive Lipasen auf
cis/trans-isomere Octadecensäuren und Octadecensäureester mit der Doppelbindung in der
D6-, D7-, D8-, D10-, D11-, D12- und D13-Position  erweitert  werden  –  zum  einen,  weil  ein
derartiges, systematisches Studium der Selektivität von Lipasen gegenüber konfigurations-
und positionsisomeren Octadecensäuren der D6-D13-Reihe bislang noch nicht durchgeführt
worden ist, zum anderen, um das Potential jener Lipasen im Hinblick auf die Trennung von
Gemischen konfigurationsisomerer Fettsäuren, wie sie bei der metathetischen Herstellung von
Octadecensäuren mit definierter Position der C=C-Doppelbindung entstehen (können), abzu-
schätzen.
Neben der Ölsäure nehmen langkettige, mehrfach ungesättigte Fettsäuren wie die Linolsäure
(cis-9, cis-12-Octadecadiensäure) und die Linolensäure (cis-9, cis-12, cis-15-Octadecatrien-
säure) mit der ersten cis-Doppelbindung in der D9-Position unter den natürlich vorkommen-
den Fettsäuren aufgrund ihres hohen Anteils in den Fettsäurespektren der wichtigsten Ölpflan-
zen eine Sonderstellung ein. Insofern sollte das Studium der Substratselektivität von Lipasen
nicht allein auf Octadecensäuren beschränkt bleiben, sondern auf cis/trans-isomere Octadeca-
diensäuren, Octadecatriensäuren und entsprechende Ester erweitert werden.
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Konjugierte Linolsäure (CLA: Conjugated Linoleic Acid), ein Gemisch von cis/trans- und
positionsisomeren Octadecadiensäuren mit konjugierten Doppelbindungen, erfährt seit einiger
Zeit besondere Aufmerksamkeit. In Tierversuchen konnte nachgewiesen werden, daß CLA
antikarzinogene und antiatherogene Eigenschaften besitzt, Körperfett reduziert und Muskel-
sowie Knochenmasse aufbaut [52]. Konjugierte Linolsäure kommt in der Natur in der Milch
und in Milch- und Fleischprodukten von Wiederkäuern vor und besteht dort zu ca. 75% aus
der cis-9, trans-11-Octadecadiensäure. Darüber hinaus führt eine Synthese von CLA durch
alkalische Isomerisierung von Linolsäure zu einem komplexen Gemisch cis/trans-isomerer
Octadecadiensäuren mit unterschiedlichen Positionen der konjugierten Doppelbindungen
(8,10-, 9,11-, 10,12- und 11,13-18:2), in dem die cis-9, trans-11- und die trans-10, cis-12-
Octadecadiensäure die Hauptkomponenten darstellen. Da sich für die Bereitstellung einzelner
CLA-Isomere mit definierten Positionen und Konfigurationen der konjugierten Doppelbin-
dungen – z.B. für Untersuchungen ihrer physiologischen Wirkung – einmal mehr cis/trans-
selektive Lipasen anbieten, sollte die Bestimmung der Substratselektivität von Lipasen auch
auf cis/trans- und positionsisomere konjugierte Octadecadiensäuren und Octadecadiensäure-
ester ausgeweitet werden.
Wie die Literaturübersicht (Kapitel 2) belegt, sind langkettige, einfach und mehrfach unge-
sättigte Fettsäuren und ihre Ester beliebte Ausgangs- und Zielverbindungen bei der Modifizie-
rung von Fetten und anderen Lipiden via lipasekatalysierter Hydrolyse, Veresterung und Um-
esterung. Abschließend sollte die Selektivität von Lipasen gegenüber speziellen Monoen- und
Polyenfettsäuren bestimmt werden, die im Rahmen der eigenen Untersuchungen bisher noch
nicht eingesetzt wurden, aus verschiedenen Gründen aber von besonderem Interesse sind. So
sollte z.B. mit Hilfe der enzymatischen Veresterung von konfigurationsisomeren D9- und
D10-Monoenfettsäuren unterschiedlicher C-Zahl die Abhängigkeit der cis/trans-Selektivität
einer Lipase von der Kettenlänge des Substrats untersucht werden. Zudem sollte an dieser
Stelle die Selektivität von Lipasen gegenüber mehrfach ungesättigten w3- und w6-Fettsäuren
wie der Docosahexaensäure (all-cis-4,7,10,13,16,19-Docosahexaensäure) und der g-Linolen-
säure (all-cis-6,9,12-Octadecatriensäure) bestimmt werden, die diätetisch besonders wertvoll
sind und daher im Mittelpunkt zahlreicher Untersuchungen zur lipasekatalysierten Fraktio-
nierung eben jener Polyenfettsäuren aus Fischölen bzw. Nachtkerzenöl oder Borretschöl
stehen.
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3.2 Substratselektivität von Lipasen
Lipasen (Triacylglycerinacylhydrolasen, EC 3.1.1.3) finden als Biokatalysatoren vielseitige
Verwendung in der modernen organischen Chemie [111], insbesondere zur Modifizierung
von Fetten und anderen Lipiden via Hydrolyse, Veresterung und Umesterung [112].
Der Nutzen von Lipasen hängt dabei in hohem Maße von ihrer Substratselektivität ab, d.h.
von ihrem Vermögen, zwischen einzelnen Fettsäuren oder Klassen von Fettsäuren zu unter-
scheiden. Die Kenntnis der Substratselektivität von Lipasen ist folglich eine wichtige Voraus-
setzung für den Einsatz von Biokatalysatoren in der organischen Synthese.
3.2.1 Bestimmung der Substratselektivität einer Lipase
Führt man lipasekatalysierte Reaktionen in organischen Lösungsmitteln unter kompetitiven
Bedingungen durch, d.h. in Anwesenheit von zwei oder mehr Substraten, die um die Bin-
dungsstellen im aktiven Zentrum des Enzyms konkurrieren, so ermöglicht die von Rangheard
et al. [182] beschriebene Analyse der Reaktionskinetik die quantitative Charakterisierung der
Substratselektivität von Lipasen mit Hilfe sogenannter Spezifitätskonstanten.
In der vorliegenden Arbeit wurde die Selektivität einer Lipase gegenüber einer ungesättigten
Fettsäure bestimmt, indem man jene Fettsäure und die als Referenzsubstrat dienende Tetra-
decansäure (Myristinsäure) mit n-Butanol in n-Hexan unter kompetitiven Bedingungen
enzymatisch veresterte und die Kinetik der lipasekatalysierten Reaktion nach der Methode
von Rangheard et al. [182] analysierte.
Enzymatische Veresterung (Allgemeine Versuchsvorschrift)
Zur Herstellung eines Reaktionsgemisches, das äquimolare Mengen der ungesättigten Fett-
säure und der Myristinsäure (c = 25 mmol/l), einen Überschuß an n-Butanol (c = 100 mmol/l)
und eine definierte mg-Menge Lipase in 250 ml n-Hexan enthielt, pipettierte man je 125 ml
von 50-millimolaren Standardlösungen der Myristinsäure und der Fettsäure in n-Hexan in ein
GC-Probengläschen und dampfte das Lösungsmittel ein. Anschließend wog man die Lipase
ein und setzte 250 ml einer 100-millimolaren Lösung von n-Butanol in n-Hexan zu. Das Pro-
bengläschen wurde mit einem Schraubdeckel mit Teflon-Dichtung verschlossen, in ein Glyce-
rinbad getaucht und das Reaktionsgemisch bei 30°C magnetisch gerührt.
Zur Kontrolle des Reaktionsverlaufes entnahm man zu verschiedenen Zeitpunkten eine Probe,
die in n-Hexan aufgenommen und – zur Abtrennung der Lipase – zentrifugiert wurde. Den
Überstand pipettierte man ab und behandelte ihn nach dem Eindampfen des Lösungsmittels
mit einer Lösung von Diazomethan in Diethylether und einem Tropfen Methanol, um die
nicht veresterten Säuren in ihre Methylester zu überführen.
Das resultierende Gemisch aus Methylestern und Butylestern wurde anschließend gaschroma-
tographisch analysiert.
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Analyse der Reaktionskinetik
Der Umsatz (U) der Myristinsäure (Ac1X) und der Fettsäure (Ac2X), die in der GC-Probe als
Methylester vorlagen, zum Butylester wurde für die einzelnen Reaktionszeiten jeweils nach
Gleichung (1) bzw. Gleichung (2) berechnet:
UAc1X = (AP / MP)Ac1X / (AE / ME + AP / MP)Ac1X (1)
UAc2X = (AP / MP)Ac2X / (AE / ME + AP / MP)Ac2X (2)
AE und AP waren die Peakflächen von Edukt (Methylester) bzw. Produkt (Butylester) im Gas-
chromatogramm, ME und MP die Molmassen des Methylesters bzw. des Butylesters.
Der Gesamtumsatz (Uges) von Myristinsäure und Fettsäure bei der enzymatischen Veresterung
mit n-Butanol wurde für die einzelnen Reaktionszeiten jeweils nach Gleichung (3) berechnet:
Uges = [(AP / MP)Ac1X + (AP / MP)Ac2X] / [(AE / ME + AP / MP)Ac1X + (AE / ME + AP / MP)Ac2X] (3)
Mit Hilfe des Gesamtumsatzes konnte die Reaktionsgeschwindigkeit berechnet werden, die
angibt, wieviel mmol Butylester pro min und pro g Lipase gebildet wurden.
Wenn zwei Substrate (Ac1X und Ac2X) mit der gleichen Abgangsgruppe (X) und unter-
schiedlichen Acylgruppen (Ac1 und Ac2) um die Bindungsstellen im aktiven Zentrum eines
Enzyms konkurrieren, so ist das Verhältnis ihrer Reaktionsgeschwindigkeiten (v1 bzw.  v2)
gegeben durch die Gleichung (4):
v1 / v2 = a [Ac1X] / [Ac2X] (4)
[Ac1X] und [Ac2X] sind die Substratkonzentrationen, und a ist der kompetitive Faktor [183],
der nach Gleichung (5) definiert ist als Quotient der einzelnen Spezifitätskonstanten (V/K):
a = (V/KM)Ac1X / (V/KM)Ac2X (5)
V bezeichnet die maximale Reaktionsgeschwindigkeit, KM ist die Michaelis-Konstante.
Nach Gleichung (6), die die integrierte Form der Gleichung (4) darstellt, läßt sich der kompe-
titive Faktor aus den Konzentrationen der beiden Substrate zu Beginn der Reaktion ([Ac1X]0
und [Ac2X]0) und nach einer bestimmten Reaktionszeit ([Ac1X] und [Ac2X]) berechnen:
a = log ([Ac1X] / [Ac1X]0) / log ([Ac2X] / [Ac2X]0) (6)
In der vorliegenden Arbeit wurde die Selektivität einer Lipase gegenüber einer Fettsäure
bestimmt, indem man jene Fettsäure (Ac2X) und die als Referenzsubstrat dienende Myristin-
säure (Ac1X) mit n-Butanol in n-Hexan unter kompetitiven Bedingungen enzymatisch ver-
esterte und aus den experimentellen Daten zunächst den kompetitiven Faktor (a) nach Glei-
chung (6) berechnete.
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Die Spezifitätskonstante (V/KM) der Lipase für die Fettsäure (Ac2X) konnte anschließend
nach Gleichung (7) berechnet werden, indem man die Spezifitätskonstante (V/KM) für das
Referenzsubstrat, d.h. die Myristinsäure (Ac1X), vereinbarungsgemäß gleich 1 setzte:
(V/KM)Ac2X = (V/KM)Ac1X / a = 1/a (7)
Führte man die lipasekatalysierte Veresterung von Myristinsäure und Fettsäure mit n-Butanol
in n-Hexan nacheinander mit verschiedenen Fettsäuren durch, so konnte nach Gleichung (7)
für jede Fettsäure eine Spezifitätskonstante bestimmt werden, die quantitativ die Selektivität
der Lipase gegenüber der jeweiligen Fettsäure beschrieb. Ein Vergleich der Spezifitäts-
konstanten ermöglichte es anschließend, die Substratselektivität der untersuchten Lipase zu
charakterisieren und zu beurteilen, in welchem Maße jener Biokatalysator zwischen den ein-
zelnen Fettsäuren differenzieren konnte.
3.2.2 Exemplarische Bestimmung der Substratselektivität einer Lipase
3.2.2.1 Substratselektivität der Lipase von Candida cylindracea
Die Bestimmung der Substratselektivität einer Lipase sollte zunächst an einem Beispiel kon-
kretisiert werden; darüber hinaus sollte bereits an dieser Stelle das Augenmerk auf die Frage
gelenkt werden, ob Lipasen zwischen cis- und trans-Fettsäuren mit definierter Position der
Doppelbindung unterscheiden können.
Aus diesen Gründen wurde exemplarisch die Selektivität der Lipase von Candida cylindracea
(synonym: Candida rugosa) – kurz: CCL – der Firma Fluka gegenüber Ölsäure (cis-9-Octa-
decensäure) und Elaidinsäure (trans-9-Octadecensäure) bestimmt. Als Testreaktionen dienten
die enzymatische Veresterung von Myristinsäure und Ölsäure bzw. Myristinsäure und Elai-
dinsäure mit n-Butanol in n-Hexan (Abbildung 21).
+ C4H9OHC9H18 C8H15 COOH
D9
Ölsäure bzw. Elaidinsäure
+ C4H9OHC13H27 COOH
Myristinsäure
+
C9H18 C8H15 COOC4H9
C13H27 COOC4H9
[CCL], n-Hexan
- H2O
Abbildung 21: Enzymatische Veresterung von Myristinsäure und Ölsäure bzw. Elaidinsäure
mit n-Butanol in n-Hexan
[Lipase von Candida cylindracea (Fluka): CCL]
Die Versuchsergebnisse sind in den Tabellen 9 und 10 zusammengefaßt und in den Abbil-
dungen 22 und 23 grafisch aufgetragen. Die Berechnung der kompetitiven Faktoren und
Spezifitätskonstanten erfolgte mit den im Kapitel 3.2.1 angegebenen Formeln.
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Tabelle 9: Enzymatische Veresterung von Myristinsäure und Ölsäure mit n-Butanol
in n-Hexan
[Lipase von Candida cylindracea (Fluka): CCL]
Versuch 9
Reaktionszeit (min) 20 40 60 90 120
Umsatz der Fettsäuren a) (%)
Myristinsäure 7,3 16,6 22,8 34,6 50,0
Ölsäure 8,7 19,0 25,2 40,1 58,0
Gesamt 8,0 17,8 24,0 37,3 54,1
Kompetitiver Faktor 0,84 0,86 0,89 0,83 0,80
Spezifitätskonstante 1,19 1,16 1,13 1,21 1,25
a) zu den jeweiligen Butylestern
Bedingungen: T = 30°C,  t = 2 h
Ansatz: 250 ml n-Hexan
Myristinsäure: 1,4 mg (0,006 mmol)
Ölsäure: 1,8 mg (0,006 mmol)
Lipase: 6,9 mg
n-Butanol: 1,9 mg (0,025 mmol)
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Abbildung 22: Zeit/Umsatz-Kurven der enzymatischen Veresterung von Myristinsäure und
Ölsäure mit n-Butanol in n-Hexan (Versuch 9)
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Tabelle 10: Enzymatische Veresterung von Myristinsäure und Elaidinsäure mit n-Butanol
in n-Hexan
[Lipase von Candida cylindracea (Fluka): CCL]
Versuch 10
Reaktionszeit (min) 20 40 60 90 120
Umsatz der Fettsäuren a) (%)
Myristinsäure 8,4 17,3 22,4 32,3 43,9
Elaidinsäure 3,1   6,6   8,2 12,9 17,8
Gesamt 5,9 12,1 15,7 23,2 31,3
Kompetitiver Faktor 2,78 2,80 2,95 2,81 2,95
Spezifitätskonstante 0,36 0,36 0,34 0,36 0,34
a) zu den jeweiligen Butylestern
Bedingungen: T = 30°C,  t = 2 h
Ansatz: 250 ml n-Hexan
Myristinsäure: 1,4 mg (0,006 mmol)
Elaidinsäure: 1,8 mg (0,006 mmol)
Lipase: 6,9 mg
n-Butanol: 1,9 mg (0,025 mmol)
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Abbildung 23: Zeit/Umsatz-Kurven der enzymatischen Veresterung von Myristinsäure und
Elaidinsäure mit n-Butanol in n-Hexan (Versuch 10)
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Rangheard et al. [182] konnten für die lipasekatalysierte Umesterung verschiedener Fettsäure-
ethylester mit n-Propanol in n-Pentan zeigen, daß die kompetitiven Faktoren – und somit auch
die Spezifitätskonstanten der Lipase für die eingesetzten Substrate – bei hohen Umsätzen auf-
grund der möglichen Rückreaktion der Propylester mit dem zuvor freigesetzten Ethanol nicht
mehr konstant sind. Jachmanián et al. [149], die zur Bestimmung der Selektivität von Lipasen
gegenüber ungewöhnlichen Fettsäuren deren enzymatische Veresterung mit n-Butanol in
n-Hexan nach der Methode von Rangheard et al. [182] untersuchten, berechneten die Spezifi-
tätskonstanten jeweils bei einem ca. 50 %igen Umsatz der Referenzfettsäure.
Die in der vorliegenden Dissertation angegebenen Spezifitätskonstanten wurden in der Regel
bei einem 30-50 %igen Umsatz des Referenzsubstrats bestimmt. Wie die Ergebnisse der Ver-
suche 9 und 10 bestätigen, ist dabei die Konstanz der kompetitiven Faktoren und Spezifitäts-
konstanten gewahrt.
Bei der Veresterung von Myristinsäure und Ölsäure bzw. Myristinsäure und Elaidinsäure mit
n-Butanol in n-Hexan, katalysiert durch die Lipase von Candida cylindracea (Fluka), wurden
Spezifitätskonstanten von 1,21 und 0,35 für die cis- bzw. trans-9-Octadecensäure berechnet.
Die Spezifitätskonstante > 1 für Ölsäure bedeutete, daß diese schneller umgesetzt wurde als
das Referenzsubstrat (Abbildung 22). Demgegenüber wurde die Elaidinsäure langsamer ver-
estert als die Myristinsäure (Abbildung 23), resultierend in einer Spezifitätskonstanten < 1.
Ganz allgemein gilt: Je größer die Spezifitätskonstante einer Lipase für eine Fettsäure, umso
schneller die Umsetzung jener Fettsäure, verglichen mit der Reaktionsgeschwindigkeit des
Referenzsubstrats.
Wie die Ergebnisse der Versuche 9 und 10 belegen, bevorzugte die Lipase von Candida cylin-
dracea die Ölsäure gegenüber der Elaidinsäure. Das Maß ihrer Substratselektivität ließ sich
berechnen aus dem Verhältnis der Spezifitätskonstanten für Ölsäure und Elaidinsäure und be-
sagte, daß die Lipase von Candida cylindracea die Umsetzung der cis-9-Octadecensäure 3,5-
mal schneller katalysierte als die Veresterung der trans-9-Octadecensäure mit n-Butanol in
n-Hexan.
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3.2.2.2 Einfluß der Substratanzahl und Substratkonzentration auf die Substratselektivität der
Lipase von Candida cylindracea
In den vorherigen Versuchen 9 und 10 wurde die Selektivität der Candida cylindracea-Lipase
gegenüber Ölsäure und Elaidinsäure bestimmt, indem man die beiden konfigurationsisomeren
Octadecensäuren separat, d.h. nacheinander, – jeweils gemeinsam mit der Myristinsäure – mit
n-Butanol in n-Hexan enzymatisch veresterte.
Daneben bestand aber auch die Möglichkeit, die Selektivität einer Lipase gegenüber verschie-
denen Fettsäuren in einem einzigen Versuch zu bestimmen. So konnten Rangheard et al. [182]
die Spezifitätskonstanten der Lipase von Mucor miehei für verschiedene Fettsäureethylester
simultan bestimmen, indem sie äquimolare Mengen jener Substrate mit n-Propanol in n-Pen-
tan unter multi-kompetitiven Bedingungen umesterten. Nachfolgend wurden die Spezifitäts-
konstanten der Lipase von Candida cylindracea für Ölsäure und Elaidinsäure bestimmt, in-
dem man gleichzeitig äquimolare Mengen der beiden cis/trans-isomeren 9-Octadecensäuren
sowie Myristinsäure mit n-Butanol in n-Hexan veresterte. Die Versuchsergebnisse sind in
Tabelle 11 zusammengefasst und in Abbildung 24 grafisch aufgetragen.
Die simultane Bestimmung der Spezifitätskonstanten von 1,36 für Ölsäure und 0,46 für Elai-
dinsäure bestätigte erneut die deutliche Präferenz der Lipase von Candida cylindracea für die
cis-9-Octadecensäure. Darüber hinaus waren die Konstanten nur geringfügig größer als jene,
die in den Versuchen 9 und 10 separat bestimmt wurden (1,21 für Ölsäure und 0,35 für
Elaidinsäure). Das Verhältnis der Spezifitätskonstanten für Ölsäure und Elaidinsäure als Maß
für die Substratselektivität der Lipase von Candida cylindracea fiel mit 3,0 etwas geringer aus
als der zuvor bei der separaten Bestimmung der Konstanten ermittelte Quotient von 3,5.
Dieses Ergebnis sollte man allerdings nicht überbewerten, da bereits kleinere Abweichungen
der Spezifitätskonstanten größere Abweichungen im Hinblick auf das Maß der Substratselek-
tivität bedeuteten.
Folglich konnte der Nachweis erbracht werden, daß die quantitative Charakterisierung der
Selektivität einer Lipase gegenüber verschiedenen Substraten unabhängig davon war, ob man
die Spezifitätskonstanten für jene Substrate separat in mehreren Versuchen oder simultan in
einem einzigen Experiment bestimmte.
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Tabelle 11: Enzymatische Veresterung von Elaidinsäure und Ölsäure (50:50-Gemisch)
sowie Myristinsäure mit n-Butanol in n-Hexan
[Lipase von Candida cylindracea (Fluka): CCL]
Versuch 11
Reaktionszeit (min) 20 40 60 90 120
Umsatz der Fettsäuren a) (%)
Myristinsäure 7,2 11,9 15,3 26,3 34,8
Ölsäure 8,1 13,7 19,8 33,8 46,3
Elaidinsäure 2,9   4,6   6,8 13,1 18,4
Gesamt 6,0 10,0 13,9 24,2 32,8
a) zu den jeweiligen Butylestern
Bedingungen: T = 30°C,  t = 2 h
Ansatz: 300 ml n-Hexan
Myristinsäure: 1,1 mg (0,005 mmol)
Ölsäure: 1,8 mg (0,005 mmol)
Elaidinsäure: 1,8 mg (0,005 mmol)
Lipase: 6,8 mg
n-Butanol: 2,2 mg (0,030 mmol)
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Abbildung 24: Zeit/Umsatz-Kurven der enzymatischen Veresterung von Myristinsäure,
Ölsäure und Elaidinsäure mit n-Butanol in n-Hexan (Versuch 11)
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Rangheard et al. [182] setzten in ihren experimentellen Untersuchungen der Substratselektivi-
tät von Lipasen stets äquimolare Substratmengen ein. Diese Bedingung ist in den bisherigen
Versuchen 9-11 berücksichtigt worden. Im Gegensatz dazu bestimmten Bech Pedersen und
Holmer [180] nach der Methode von Rangheard et al. [182] die Spezifitätskonstanten der
Lipase von Rhizomucor miehei für verschiedene Monoen- und Polyenfettsäuren, indem sie
Fettsäuregemische nicht-äquimolarer Zusammensetzung verwendeten.
Nachfolgend ist bei der enzymatischen Veresterung von Myristinsäure, Ölsäure und Elaidin-
säure mit n-Butanol in n-Hexan untersucht worden, ob unterschiedliche Substratkonzentra-
tionen einen Einfluß auf die Substratselektivität der Lipase von Candida cylindracea hatten.
Dazu wurde anstelle des 50:50-Gemisches von Elaidinsäure und Ölsäure aus Versuch 11 ein
80:20-Gemisch von trans- und cis-9-Octadecensäure eingesetzt. Die Versuchsergebnisse sind
in Tabelle 12 zusammengefasst und in Abbildung 25 grafisch aufgetragen.
Die simultane Bestimmung der Spezifitätskonstanten der Lipase von Candida cylindracea für
Ölsäure und Elaidinsäure in Versuch 12 ergab Werte von 1,35 für die cis-9-Octadecensäure
und 0,46 für das trans-9-Isomer. Diese Ergebnisse stimmten nahezu exakt mit den Resultaten
aus Versuch 11 überein. Folglich hatten die unterschiedlichen Substratkonzentrationen im
Falle der Veresterung eines 80:20-Gemisches von Elaidinsäure und Ölsäure keinen Einfluß
auf die Selektivität der Candida cylindracea-Lipase gegenüber den cis/trans-isomeren 9-
Octadecensäuren.
Wie bereits in Kapitel 3.1 erwähnt, können Monoenfettsäuren – und somit auch Octadecen-
säuren – mit definierter Position der C=C-Doppelbindung in Form ihrer Methylester durch
Co-Metathese von w-ungesättigten Fettsäuremethylestern und Olefinen geeigneter Ketten-
länge hergestellt werden. Dabei entstehen thermodynamische Gleichgewichtsgemische der
Konfigurationsisomeren, die zu ca. 80% aus dem trans-Isomer und zu ca. 20% aus dem cis-
Isomer bestehen und folglich die gleiche Zusammensetzung haben wie das in Versuch 12 ein-
gesetzte synthetische Gemisch von Elaidinsäure und Ölsäure.
Nach Hydrolyse der Methylester ist es also – wie die Ergebnisse der Versuche 11 und 12
belegen – möglich, die Selektivität einer Lipase gegenüber den Konfigurationsisomeren einer
metathetisch hergestellten Octadecensäure aufzuklären, indem man das thermodynamische
Gleichgewichtsgemisch der Konfigurationsisomeren simultan enzymatisch verestert.
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Tabelle 12: Enzymatische Veresterung von Elaidinsäure und Ölsäure (80:20-Gemisch)
sowie Myristinsäure mit n-Butanol in n-Hexan
[Lipase von Candida cylindracea (Fluka): CCL]
Versuch 12
Reaktionszeit (min) 20 40 60 90 120
Umsatz der Fettsäuren a) (%)
Myristinsäure 7,0 14,7 22,3 33,0 47,0
Ölsäure 8,8 18,7 25,5 42,5 56,5
Elaidinsäure 2,9   6,4   8,9 16,2 26,1
Gesamt 5,1 10,6 15,7 25,6 36,9
a) zu den jeweiligen Butylestern
Bedingungen: T = 30°C,  t = 2 h
Ansatz: 300 ml n-Hexan
Myristinsäure: 1,1 mg (0,005 mmol)
Ölsäure: 0,6 mg (0,002 mmol)
Elaidinsäure: 2,3 mg (0,008 mmol)
Lipase: 7,0 mg
n-Butanol: 2,2 mg (0,030 mmol)
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Abbildung 25: Zeit/Umsatz-Kurven der enzymatischen Veresterung von Myristinsäure,
Ölsäure und Elaidinsäure mit n-Butanol in n-Hexan (Versuch 12)
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3.3 Selektivität von Lipasen gegenüber cis/trans- und positionsisomeren
Octadecensäuren und Octadecensäureestern in enzymkatalysierten
Reaktionen
3.3.1 Einleitung
Monoenfettsäuren sind die in der Natur am häufigsten vorkommenden Fettsäuren und die
Octadecensäuren ihre bedeutendsten Vertreter. Die natürlichen Octadecensäuren, vor allem
die in Pflanzenölen als Glycerinester vorkommenden Fettsäuren, liegen überwiegend in der
cis-Form vor. Daneben sind einige trans-konfigurierte Octadecensäuren tierischer Herkunft
nachgewiesen worden.
Die in der Natur am weitesten verbreitete und wohl bekannteste Fettsäure ist die Ölsäure (cis-
9-Octadecensäure). Sie wird durch Hydrolyse oder als Methylester durch Umesterung von
heimischen Pflanzenölen wie dem Rapsöl oder dem ölsäurereichen Sonnenblumenöl gewon-
nen und ist ein begehrter Ausgangsstoff für oleochemische und technische Produkte. Eine
weitere Octadecensäure von industrieller Bedeutung ist die Petroselinsäure (cis-6-Octadecen-
säure), deren Anteil an den Fettsäuren des Korianderöls ca. 80% beträgt. Darüber hinaus ist
noch die cis-Vaccensäure (cis-11-Octadecensäure) erwähnenswert, die in größeren Mengen in
Mikroorganismen vorkommt und in geringeren Mengen in pflanzlichen und tierischen Fett-
säurespektren identifiziert worden ist.
Unter den trans-Octadecensäuren nimmt die trans-Vaccensäure (trans-11-Octadecensäure)
eine Sonderstellung ein. Sie wird in Anwesenheit von Mikroorganismen bei der biokataly-
sierten Hydrierung mehrfach ungesättigter Fettsäuren im Pansen der Wiederkäuer gebildet
und ist die bei weitem häufigste trans-Fettsäure in der Milch sowie in Milch- und Fleisch-
produkten jener Tiere. Die Elaidinsäure (trans-9-Octadecensäure) kommt in der Natur eher
selten vor. Dennoch ist sie von Bedeutung, da sie leicht durch cis/trans-Isomierung der Öl-
säure gewonnen werden kann. Darüber hinaus führt die partielle Hydrierung von Pflanzenölen
zum Zwecke der Margarine-Herstellung zu einem komplexen Gemisch positionsisomerer
trans-Octadecensäuren, in dem die Elaidinsäure – als Gycerid vorliegend – deutlich über-
wiegt.
Zur Anreicherung und Isolierung einzelner Octadecensäuren und Octadecensäureester mit
definierter Position und Konfiguration der C=C-Doppelbindung aus natürlichen und synthe-
tischen Fettsäuregemischen erscheinen Lipasen aufgrund ihrer Substratselektivität besonders
geeignet.  Damit  jener  Einsatz  von  Biokatalysatoren  jedoch  nicht  nach  dem  „try  and  error“-
Prinzip, sondern gezielt erfolgt, ist es notwendig, die Substratselektivität von Lipasen zu
kennen.
Aus diesem Grunde wurde nachfolgend die Selektivität von Lipasen gegenüber cis/trans-iso-
meren Octadecensäuren mit der Doppelbindung in der D6-, D7-, D8-, D9-, D10-, D11-, D12-
und D13-Position (Abbildung 26) bestimmt.
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Gleichzeitig wurde die Eignung cis/trans-selektiver Lipasen im Hinblick auf die Trennung
von Gemischen konfigurationsisomerer Fettsäuren, wie sie bei der Synthese von Octadecen-
säuren mit definierter Position der C=C-Doppelbindung via Olefin-Metathese entstehen
(können), geprüft.
HOOCCOOH
cis-9 trans-9
Ölsäure Elaidinsäure
cis-8
COOH
trans-8
HOOC
trans-7
HOOC
cis-7
COOH
trans-6
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COOH
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COOH
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HOOC
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cis-11 trans-11
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trans-13
HOOCCOOH
cis-13
Abbildung 26: cis- und trans-Octadecensäuren der D6-D13-Reihe
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3.3.2 Enzymatische Veresterung von cis- und trans-9-Octadecensäure
(Enzymscreening)
Können Lipasen zwischen Fettsäuren differenzieren, die sich nur in der cis/trans-Konfigura-
tion ihrer C=C-Doppelbindung unterscheiden?
Dieser Frage gingen bereits 1965 Jensen et al. [138] nach, indem sie die enzymatische Hydro-
lyse von (synthetischen) Triglyceriden untersuchten, die neben der cis-9-Octadecensäure
(Ölsäure) auch die trans-9-Octadecensäure (Elaidinsäure) enthielten. Dabei konnten sie erst-
mals  zeigen,  daß  eine  aus  dem  Schimmelpilz Geotrichum candidum isolierte Lipase bevor-
zugt die Hydrolyse der Ölsäure katalysierte und eine außergewöhnlich hohe Präferenz für die
cis-9-Octadecensäure besaß.
Zu Beginn dieser Arbeit wurde in einem umfangreichen Enzymscreening mit 39 Lipasen von
Mikroorganismen, Pflanzen und tierischem Gewebe gezielt nach weiteren Biokatalysatoren
gesucht, die selektiv zwischen cis- und trans-Octadecensäuren mit definierter Position der
Doppelbindung unterschieden. Als Modellreaktionen dienten die enzymatische Veresterung
von Ölsäure bzw. Elaidinsäure und Myristinsäure mit n-Butanol in n-Hexan unter kompeti-
tiven Bedingungen.
+ C4H9OHC9H18 C8H15 COOH
D9
Ölsäure bzw. Elaidinsäure
+ C4H9OHC13H27 COOH
Myristinsäure
[Lipase], n-Hexan
- H2O
+
C9H18 C8H15 COOC4H9
C13H27 COOC4H9
Abbildung 27: Enzymatische Veresterung von Myristinsäure und Ölsäure bzw. Elaidinsäure
mit n-Butanol in n-Hexan
Die Selektivität der einzelnen Lipasen gegenüber Ölsäure und Elaidinsäure wurde dabei – wie
im Kapitel 3.2.2 beschrieben – nach der Methode von Rangheard et al. [182] bestimmt und
mit Hilfe von Spezifitätskonstanten quantitativ charakterisiert.
Die folgende Tabelle 13 gibt zunächst einen genauen Überblick über die im Enzymscreening
eingesetzten Lipasen.
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Tabelle 13: Verzeichnis der im Enzymscreening eingesetzten Lipasen
Bezeichnung a) Abkürzung a,b) Bemerkung c)
Aspergillus niger ANL Lipase von Aspergillus niger (Fluka)
Aspergillus oryzae AOL Lipase von Aspergillus oryzae (Fluka)
Calendula officinalis (1) COL (1) Acetonpulver von nichtgekeimten Samen der Ringel-
blume (Calendula officinalis; Dr. Heiss) d)
Calendula officinalis (2) COL (2) Acetonpulver von gekeimten Samen der Ringelblume
(Calendula officinalis; Dr. Heiss) d)
Candida antarctica (1) CAL (1) Lipase von Candida antarctica (Fluka); Gemisch aus
Lipase A und Lipase B
Candida antarctica (2) CAL (2) Lipase B von Candida antarctica (Fluka)
Candida cylindracea (1) CCL (1) Lipase von Candida cylindracea (Altus);
quervernetztes Enzympräparat: Chiro-CLEC-CR
Candida cylindracea (2) CCL (2) Lipase von Candida cylindracea (Fluka) e)
Candida cylindracea (3) CCL (3) Lipase von Candida cylindracea (Sigma)
Candida cylindracea (4) CCL (4) Immob. Lipase von Candida cylindracea (Sigma)
Candida lipolytica CLL Lipase von Candida lipolytica (Fluka)
Candida utilis CUL Lipase von Candida utilis (Fluka)
Carica papaya CPL Ungereinigtes Papaya Latex-Pulver (Sigma)
Chirazyme L-1 CL-1 Lipase von Pseudomonas cepacia (Boehringer)
Chirazyme L-2 CL-2 Lipase B von Candida antarctica (Boehringer)
Chirazyme L-3 CL-3 Lipase von Candida cylindracea (Boehringer)
Chirazyme L-4 CL-4 Lipase von Pseudomonas sp. (Boehringer)
Chirazyme L-5 (1) CL-5 (1) Lipase A von Candida antarctica (Boehringer)
Chirazyme L-5 (2) CL-5 (2) Lipase A von Candida antarctica (Boehringer)
Chirazyme L-5 (3) CL-5 (3) Immob. Lipase A von Candida antarctica (Boehringer)
Chirazyme L-6 CL-6 Lipase von Pseudomonas sp. (Boehringer)
Chirazyme L-7 CL-7 Lipase von Porcine pancreas (Boehringer)
Chirazyme L-8 CL-8 Lipase von Humicola lanuginosa (Boehringer)
Geotrichum candidum (1) GCL (1) Lipase von Geotrichum candidum (Amano)
Geotrichum candidum (2) GCL (2) Lipase von Geotrichum candidum (Biocatalysts)
Lipozyme Lipozyme Immob. Lipase von Rhizomucor miehei (Fluka)
Lipozyme IM Lipozyme IM Immob. Lipase von Rhizomucor miehei (Novo)
Mucor javanicus MJL Lipase von Mucor javanicus (Fluka)
Mucor miehei MML Lipase von Mucor miehei (Fluka)
Novozym 435 Novozym Immob. Lipase B von Candida antarctica (Novo)
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Tabelle 13: (Fortsetzung)
Bezeichnung a) Abkürzung b) Bemerkung c)
Penicillium cyclopium PcyL Lipase von Penicillium cyclopium (Biocatalysts)
Penicillium roqueforti PRL Lipase von Penicillium roqueforti (Fluka)
Porcine pancreas PPL Lipase von Porcine pancreas (Sigma)
Pseudomonas cepacia PCL Lipase von Pseudomonas cepacia (Fluka)
Pseudomonas fluorescens PFL Lipase von Pseudomonas fluorescens (Fluka)
Rhizomucor miehei RML Lipase von Rhizomucor miehei (Fluka)
Rhizopus arrhizus RAL Lipase von Rhizopus arrhizus (Fluka)
Rhizopus delemar RDL Lipase von Rhizopus delemar (Fluka)
Rhizopus niveus RNL Lipase von Rhizopus niveus (Fluka)
a) Die Zahlen in Klammern kennzeichnen Lipasen gleicher Herkunft, bei denen es sich um
verschiedene Enzympräparate handelt.
b) Die angegebenen Abkürzungen für Lipasen sind ein in dieser Arbeit verwendeter Code,
für den kein Anspruch auf Allgemeingültigkeit erhoben wird.
c) In Klammern ist der Name des Herstellers angegeben.
d) Die Acetonpulver von nichtgekeimten und gekeimten Samen der Ringelblume (Calen-
dula officinalis) wurden freundlicherweise von Herrn Dr. Heiss im Rahmen seiner Arbei-
ten als Postdoktorand in unserem Arbeitskreis nach einer Methode von Hassanien und
Mukherjee [184] hergestellt.
e) Die Lipase von Candida cylindracea der Firma Fluka – im Kapitel 3.2.2 mit CCL abge-
kürzt – erhält zur Unterscheidung von anderen Candida cylindracea-Enzympräparaten ab
sofort die Kurzbezeichnung CCL (2).
Die im Enzymsreening ermittelten Spezifitätskonstanten von Lipasen aus Mikroorganismen,
Pflanzen und tierischem Gewebe für Ölsäure und Elaidinsäure, die quantitativ die Selektivität
der Biokatalysatoren gegenüber den cis/trans-isomeren 9-Octadecensäuren beschrieben, sind
in Abbildung 28 angegeben und darüber hinaus in der Zwischenzeit publiziert worden [185].
Neun der insgesamt 39 untersuchten Enzympräparate, darunter die Lipasen von Geotrichum
candidum, waren leider nicht in der Lage, die Veresterung der Fettsäuren unter den gewählten
Reaktionsbedingungen zu katalysieren.
Die meisten Lipasen veresterten die Ölsäure und die Elaidinsäure langsamer oder genauso
schnell  wie  die  Myristinsäure,  so  daß  Spezifitätskonstanten  ? 1  resultierten.  Die  Ausnahme
bildeten kommerziell erhältliche Lipasen von Candida cylindracea und Rhizopus delemar, die
die cis-9-Octadecensäure gegenüber der Tetradecansäure bevorzugten, so daß sich Spezifitäts-
konstanten > 1 errechneten.
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Abbildung 28: Spezifitätskonstanten von Lipasen für Ölsäure und Elaidinsäure
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Abbildung 28: (Fortsetzung)
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Die Spezifitätskonstanten der Lipasen von Aspergillus niger und Aspergillus oryzae waren
nahezu identisch, und beide Enzyme bevorzugten die Ölsäure deutlich gegenüber der Elaidin-
säure.
Acetonpulver von gekeimten Samen des Rapses (Brassica napus) sind in der Vergangenheit
mit Erfolg als Biokatalysatoren bei Veresterungen und Umesterungen von Fettsäuren bzw.
Fettsäureestern eingesetzt worden [149, 186]. Angeregt durch jene Arbeiten wurden im En-
zymscreening Acetonpulver von nichtgekeimten und gekeimten Samen der Ringelblume
(Calendula officinalis) hinsichtlich ihrer Aktivität und Substratselektivität untersucht. Dies
erschien deshalb besonders interessant, weil das Samenöl der Ringelblume mit einem Anteil
von 55 % einen hohen Gehalt an einer ungewöhnlichen trans-Fettsäure, der sogenannten
Calendulasäure (trans-8, trans-10, cis-12-Octadecatriensäure), aufweist [187] und die Vermu-
tung nahe lag, daß die aus jenen Samen isolierte Lipase eine Präferenz für trans-Fettsäuren
besitzen könnte. Während das Acetonpulver von gekeimten Ringelblumensamen keine En-
zymaktivität zeigte, katalysierte das Lipasepräparat von nichtgekeimten Calendula officinalis-
Samen zwar die Veresterung von Ölsäure und Elaidinsäure mit n-Butanol, bevorzugte jedoch
nicht wie vermutet die trans-9-Octadecensäure, sondern die cis-9-Octadecensäure.
Der Hefepilz Candida antarctica produziert ein Gemisch aus zwei Isoenzymen, der Lipase A
und der Lipase B. Mit der kommerziell erhältlichen Candida antarctica-Lipase (1) stand ein
entsprechendes Gemisch der beiden Isoenzyme für das Screening zur Verfügung; ihre nahezu
identischen Spezifitätskonstanten für Ölsäure und Elaidinsäure wiesen jedoch darauf hin, daß
sie nicht zwischen den cis/trans-isomeren 9-Octadecensäuren differenzieren konnte.
Neben jenem Gemisch der Lipasen A und B von Candida antarctica wurden  aber  auch  die
jeweiligen Isoenzyme selbst in die Untersuchung der Substratselektivität einbezogen. Dabei
erwiesen sich die Lipase A und die Lipase B von Candida antarctica als die einzigen aller im
Enyzmscreening eingesetzten Biokatalysatoren, die die Elaidinsäure gegenüber der Ölsäure
bevorzugten. Die Spezifitätskonstanten der drei rekombinanten Candida antarctica-Lipasen B
– Candida antarctica (2), Chirazyme L-2 und Novozym 435 – für die trans-9-Octadecensäure
waren allerdings nur geringfügig größer als die Spezifitätskonstanten für die cis-9-Fettsäure,
so daß ihre Präferenz für die Elaidinsäure vergleichsweise gering ausfiel. Demgegenüber
vermochten die drei Candida antarctica-Lipasen A – Chirazyme L-5 (1) – (3) – deutlich
zwischen den cis/trans-isomeren 9-Octadecensäuren zu unterscheiden. Während jene Bio-
katalysatoren die Ölsäure streng diskriminierten, akzeptierten sie die Elaidinsäure sehr wohl
als Substrat. Alle drei Enzympräparate besaßen eine außergewöhnlich hohe Präferenz für das
trans-9-Isomer gegenüber der cis-9-Octadecensäure. Unabhängig von ihrer gemeinsamen
Vorliebe für die Elaidinsäure unterschieden sich die Lipasen Chirazyme L-5 (1) – (3) der
Firma Boehringer Mannheim, heute Roche Diagnostics, im Hinblick auf ihre Enzymaktivi-
täten – berechnet aus der Zusammensetzung der Reaktionsprodukte bei der lipasekatalysierten
Veresterung von Myristinsäure und Ölsäure mit n-Butanol in n-Hexan – erheblich.
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So wurden für die beiden nicht-immobilisierten Lipasen Chirazyme L-5 (1) und (2) Enzym-
aktivitäten von 0,04 bzw. 0,94 mmol / (g . min) ermittelt, während für die immobilisierte
Candida antarctica-Lipase A – Chirazyme L-5 (3) – eine Aktivität von 5,28 mmol / (g . min)
bestimmt werden konnte.
Eine bemerkenswerte Substratselektivität zeigte die Candida cylindracea-Lipase (1). Jener
von der Firma Altus unter dem Handelsnamen ChiroCLEC-CR vertriebene Biokatalysator,
der aus quervernetzten Enzymkristallen besteht (CLEC: cross-linked enzyme  crystal, CR:
Candida rugosa, synonym: Candida cylindracea; [188]), akzeptierte einerseits die Elaidin-
säure annähernd so gut wie die Myristinsäure als Substrat, resultierend in einer Spezifitäts-
konstante von 0,93. Andererseits besaß die Candida cylindracea-Lipase (1) mit 1,78 die
größte aller im Enzymscreening bestimmten Spezifitätskonstanten für Ölsäure und bevorzugte
demnach die cis-9-Octadecensäure gegenüber der trans-9-Fettsäure. Eine besondere Präferenz
für die Ölsäure zeigten auch die Candida cylindracea-Lipasen (2) und (3) der Firmen Fluka
bzw. Sigma. Während sie die cis-9-Octadecensäure der Tetradecansäure bei der Veresterung
mit n-Butanol vorzogen, resultierend in Spezifitätskonstanten für Ölsäure > 1, setzten sie die
trans-9-Octadecensäure deutlich langsamer um als das Referenzsubstrat. Überraschender-
weise katalysierte die Candida cylindracea-Lipase (4), ein immobilisiertes Enzympräparat der
Firma Sigma, die Veresterung der cis/trans-isomeren 9-Octadecensäuren überhaupt nicht.
Ungereinigtes Latex-Pulver, gewonnenen aus der Beerenfrucht (Papaya) des Melonenbaumes
(Carica papaya), wurde bereits erfolgreich als Biokatalysator bei Veresterungen von Fettsäu-
ren mit n-Butanol eingesetzt [189]. Mit nahezu identischen Spezifitätskonstanten für Ölsäure
und Elaidinsäure erwies sich das Enzympräparat Carica papaya Latex bei den eigenen Unter-
suchungen als unselektiv gegenüber den beiden konfigurationsisomeren 9-Octadecensäuren.
Mit Ausnahme von Chirazyme L-4 zeigten alle kommerziell erhältlichen Pseudomonas-Lipa-
sen – Chirazyme L-1 und L-6, Pseudomonas cepacia sowie Pseudomonas fluorescens – ver-
gleichbare Substratselektivitäten. Ihre Spezifitätskonstanten für Ölsäure waren zwar etwas
größer als diejenigen für Elaidinsäure, doch katalysierten sie die Veresterung der cis/trans-
isomeren 9-Octadecensäuren eher unselektiv. Bemerkenswerte Ergebnisse wurden bei der
Untersuchung der Substratselektivität von Chirazyme L-4 erzielt. So besaß jene Pseudomo-
nas sp.-Lipase von Boehringer Mannheim mit 0,98 die größte aller im Enzymscreening
bestimmten Spezifitätskonstanten für Elaidinsäure, gleichzeitig aber auch eine identische
Spezifitätskonstante für Ölsäure. Folglich akzeptierte Chirazyme L-4 die konfigurationsiso-
meren 9-Octadecensäuren zwar sehr gut als Substrat bei der Veresterung mit n-Butanol, ver-
mochte aber nicht zwischen jenen Fettsäuren zu unterscheiden.
Chirazyme L-7 und die Porcine pancreas-Lipase von Sigma besaßen vergleichbare Spezifi-
tätskonstanten, die für die Ölsäure etwas größer waren als für die Elaidinsäure. Allerdings fiel
die Präferenz jener Biokatalysatoren für die cis-9-Octadecensäure vergleichsweise gering aus.
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Chirazyme L-8, eine Humicola lanuginosa-Lipase, katalysierte die Veresterung der Tetra-
decansäure und der cis-9-Octadecensäure mit n-Butanol annähernd gleich schnell, resultie-
rend in einer Spezifitätskonstante für Ölsäure von 0,97, während sie die Elaidinsäure wesent-
lich langsamer umsetzte als die Myristinsäure. Insofern gehörte auch die Lipase von Humi-
cola lanuginosa zum Kreis der cis-9-selektiven Biokatalysatoren.
Spezifitätskonstanten von 0,99 und 0,53 für Ölsäure bzw. Elaidinsäure wiesen darauf hin, daß
auch die Lipase von Mucor javanicus eine  gewisse  Präferenz  für  die cis-9-Octadecensäure
besaß.
Für die Lipasen von Mucor miehei und Rhizomucor miehei der Firma Fluka wurden nahezu
identische Spezifitätskonstanten ermittelt. Beide Biokatalysatoren bevorzugten die Ölsäure
deutlich gegenüber der Elaidinsäure. Und auch die immobilisierten Lipasen von Rhizomucor
miehei – Lipozyme und Lipozyme IM – erwiesen sich als cis-9-selektiv, wenngleich ihre Prä-
ferenz für die Ölsäure z.T. wesentlich geringer ausfiel.
Die jeweiligen Spezifitätskonstanten der Lipasen von Rhizopus arrhizus und Rhizopus dele-
mar für Ölsäure und Elaidinsäure unterschieden sich zwar voneinander, doch zeigten beide
Biokatalysatoren eine gleichermaßen deutliche Bevorzugung der cis-9-Octadecensäure gegen-
über dem trans-9-Isomer.
Eine Zusammenfassung der Ergebnisse des Enzymsscreenings zeigt die Abbildung 29, in der
die Lipasen im Hinblick auf das Maß ihrer Substratselektivität, berechnet aus dem Verhältnis
ihrer Spezifitätskonstanten für Ölsäure und Elaidinsäure, klassifiziert wurden.
Lipasen am oberen Ende der Abbildung – Rhizopus arrhizus bis Candida cylindracea (3)  –
besaßen eine deutliche Präferenz für die cis-9-Octadecensäure und veresterten die Ölsäure
3-4-mal schneller als die Elaidinsäure. Da die Lipasen von Rhizopus arrhizus und Rhizopus
delemar zwar sehr selektiv, ihre Enzymaktivitäten hingegen relativ gering waren – 0,47 bzw.
2,70 mmol / (g . min) –, wurden stattdessen die cis-9-selektiven Lipasen von Candida cylin-
dracea und Mucor miehei mit Aktivitäten von 7,51 bzw. 7,85 mmol / (g . min) in die weiteren
Untersuchungen zur Selektivität von Lipasen gegenüber cis- und trans-Fettsäuren einbezogen.
Viele Biokatalysatoren – Lipozyme IM bis Chirazyme L-4 – zeigten keine nennenswerte Prä-
ferenz für die Ölsäure und katalysierten die Veresterung von cis- und trans-9-Octadecensäure
mit n-Butanol in n-Hexan unselektiv.
Die einzigen Biokatalysatoren, die die Elaidinsäure der Ölsäure als Substrat vorzogen, waren
die rekombinanten Lipasen von Candida antarctica. Während die Bevorzugung der trans-9-
Fettsäure bei den Candida antarctica-Lipasen B – Chirazyme L-2 bis Novozym 435 – eher
gering ausfiel, zeigten die Candida antarctica-Lipasen A eine außergewöhnliche Präferenz
für die Elaidinsäure. So veresterte Chirazyme L-5 (3) die trans-9-Octadecensäure ca. 15-mal
schneller als das cis-9-Isomer.
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Abbildung 29: Verhältnis der Spezifitätskonstanten für Ölsäure und Elaidinsäure
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Die im Enzymscreening bestimmten Selektivitäten von Lipasen gegenüber den cis/trans-iso-
meren 9-Octadecensäuren sind zur Veranschaulichung in Tabelle 14 zusammengestellt.
Tabelle 14: Substratselektivität der im Enzymscreening eingesetzten Lipasen
Lipase von Substratselektivität
Aspergillus niger
Aspergillus oryzae
Candida cylindracea
Humicola lanuginosa
Mucor miehei
Rhizomucor miehei
Rhizopus arrhizus
Rhizopus delemar
cis-9-selektiv
Calendula officinalis
Candida antarctica A/B
Candida antarctica B
Carica papaya
Mucor javanicus
Porcine pancreas
Pseudomonas cepacia
Pseudomonas fluorescens
Pseudomonas sp.
unselektiv
Candida antarctica A trans-9-selektiv
Abschließend wurde die Eignung der cis-9-selektiven Lipase von Candida cylindracea und
der trans-9-selektiven Lipase A von Candida antarctica im Hinblick auf die Trennung von
konfigurationsisomeren Octadecensäuren geprüft, indem man die Biokatalysatoren zur Ver-
esterung eines synthetischen 50:50-Gemisches von Elaidinsäure und Ölsäure mit n-Butanol in
n-Hexan einsetzte. Die Versuchsergebnisse sind in den Tabellen 15 und 16 zusammengefasst
und in den Abbildungen 30 und 31 grafisch aufgetragen. Darüber hinaus wurden sie in der
Zwischenzeit publiziert [185].
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Tabelle 15: Enzymatische Veresterung von Elaidinsäure und Ölsäure (50:50-Gemisch)
mit n-Butanol in n-Hexan
[Lipase von Candida cylindracea: CCL (2)]
Versuch 15
Reaktionszeit (min) 20 40 60 90 120
Umsatz der Fettsäuren a) (%)
Ölsäure 13,0 23,4 43,4 60,7 80,7
Elaidinsäure   4,5   8,2 17,1 27,3 43,4
Gesamt   8,5 15,3 29,2 42,8 61,0
Zusammensetzung der Eduktfraktion (Gew.-%)
Ölsäure 44,9 42,5 36,8 31,9 23,4
Elaidinsäure 55,1 57,5 63,2 68,1 76,6
Zusammensetzung der Produktfraktion (Gew.-%)
Ölsäurebutylester 72,3 71,8 68,4 65,9 62,5
Elaidinsäurebutylester 27,7 28,2 31,6 34,1 37,5
a) zu den jeweiligen Butylestern
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Abbildung 30: Zeit/Umsatz-Kurven der enzymatischen Veresterung von Ölsäure und
Elaidinsäure mit n-Butanol in n-Hexan (Versuch 15)
Eigene Versuche
65
Tabelle 16: Enzymatische Veresterung von Elaidinsäure und Ölsäure (50:50-Gemisch)
mit n-Butanol in n-Hexan
[Immobilisierte Lipase A von Candida antarctica: CL-5 (3)]
Versuch 16
Reaktionszeit (min) 20 40 60 90 120 240
Umsatz der Fettsäuren a) (%)
Ölsäure 0   1,2   2,0   3,5   5,3 13,6
Elaidinsäure 8,8 17,2 26,8 42,6 57,0 88,9
Gesamt 4,4   9,1 14,2 23,1 30,9 49,1
Zusammensetzung der Eduktfraktion (Gew.-%)
Ölsäure 52,8 55,0 57,9 62,7 69,1 89,8
Elaidinsäure 47,2 45,0 42,1 37,3 30,9 10,2
Zusammensetzung der Produktfraktion (Gew.-%)
Ölsäurebutylester 0   6,7   7,1   7,6   8,6 14,6
Elaidinsäurebutylester 100 93,3 92,9 92,4 91,4 85,4
a) zu den jeweiligen Butylestern
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Abbildung 31: Zeit/Umsatz-Kurven der enzymatischen Veresterung von Ölsäure und
Elaidinsäure mit n-Butanol in n-Hexan (Versuch 16)
Eigene Versuche
66
Versuch 15: Bedingungen: T = 30°C,  t = 2 h
Ansatz: 250 ml n-Hexan
Ölsäure: 1,8 mg (0,006 mmol)
Elaidinsäure: 1,8 mg (0,006 mmol)
Lipase: 9,6 mg
n-Butanol: 1,9 mg (0,025 mmol)
Versuch 16: Bedingungen: T = 30°C,  t = 4 h
Ansatz: 250 ml n-Hexan
Ölsäure:   1,8 mg (0,006 mmol)
Elaidinsäure:   1,8 mg (0,006 mmol)
Lipase: 10,1 mg
n-Butanol:   1,9 mg (0,025 mmol)
Aufgrund ihrer cis-9-Selektivität setzte die Lipase von Candida cylindracea bei der enzy-
matischen Veresterung eines 50:50-Gemisches von Elaidinsäure und Ölsäure mit n-Butanol in
n-Hexan bevorzugt die cis-9-Octadecensäure um. Während nach einer Reaktionszeit von 2 h
bereits 81% der Ölsäure verestert waren, betrug der Umsatz der Elaidinsäure erst 43%. Folg-
lich kam es zu einer deutlichen Anreicherung der Elaidinsäure in der Eduktfraktion von 50%
auf 77%.
Wie nicht anders zu erwarten, katalysierte die immobilisierte Lipase A von Candida antarc-
tica – Chirazyme L-5 (3) – die Veresterung der Elaidinsäure mit n-Butanol mit einer außer-
ordentlich hohen Selektivität; so waren nach einer Reaktionszeit von 4 h bereits 89% der
trans-9-Octadecensäure umgesetzt, während der Umsatz der cis-9-Octadecensäure lediglich
14% betrug. Die Folge war einerseits eine sehr starke Anreicherung der Ölsäure in der Edukt-
fraktion von 50% auf 90% und andererseits eine zu 85% aus der Elaidinsäure bestehende Pro-
duktfraktion.
Somit konnte in den Versuchen 15 und 16 am Beispiel eines synthetischen 50:50-Gemisches
von Ölsäure und Elaidinsäure eindrucksvoll gezeigt werden, daß sowohl die Lipase von Can-
dida cylindracea als auch die Lipase A von Candida antarctica geeignet waren, eine einzelne
Fettsäure gezielt aus einem Gemisch cis/trans-isomerer Octadecensäuren anzureichern.
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Wie gesehen führte die Veresterung eines 50:50-Gemisches der cis/trans-isomeren 9-Octa-
decensäuren mit n-Butanol in n-Hexan, katalysiert durch die Lipase von Candida cylindracea
(Versuch 15), innerhalb von 2 h zu einer mit Elaidinsäure angereicherten Eduktfraktion, deren
Zusammensetzung bei einem trans/cis-Verhältnis von 77/23 vergleichbar war mit derjenigen
eines thermodynamischen Gleichgewichtsgemisches der Konfigurationsisomeren.
Ein solches 80:20-Gemisch von Elaidinsäure und Ölsäure, das z.B. bei einer cis/trans-Isome-
risierung von Ölsäure oder bei einer Synthese von 9-Octadecensäure via Olefin-Metathese
anfallen kann, wurde nachfolgend in Gegenwart der Lipase von Candida cylindracea mit
n-Butanol in n-Hexan verestert. Die Versuchsergebnisse sind in der Tabelle 17 zusammen-
gefasst und in der Abbildung 32 grafisch aufgetragen.
Tabelle 17: Enzymatische Veresterung von Elaidinsäure und Ölsäure (80:20-Gemisch)
mit n-Butanol in n-Hexan
[Lipase von Candida cylindracea: CCL (2)]
Versuch 17
Reaktionszeit (min) 20 40 60 90 120
Umsatz der Fettsäuren a) (%)
Ölsäure 26,6 52,2 74,9 100 100
Elaidinsäure 10,4 21,9 37,2 65,4 85,5
Gesamt 13,4 27,4 43,9 71,4 88,1
Zusammensetzung der Eduktfraktion (Gew.-%)
Ölsäure 15,8 12,1   7,9 0 0
Elaidinsäure 84,2 87,9 92,1 100 100
Zusammensetzung der Produktfraktion (Gew.-%)
Ölsäurebutylester 36,9 34,9 30,2 24,2 20,4
Elaidinsäurebutylester 63,1 65,1 69,8 75,8 79,6
a) zu den jeweiligen Butylestern
Bedingungen: T = 30°C,  t = 2 h
Ansatz: 250 ml n-Hexan
Ölsäure:   0,7 mg (0,0025 mmol)
Elaidinsäure:   2,8 mg (0,0100 mmol)
Lipase: 20,2 mg
n-Butanol:   1,9 mg (0,0250 mmol)
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Abbildung 32: Zeit/Umsatz-Kurven der enzymatischen Veresterung von Ölsäure und
Elaidinsäure mit n-Butanol in n-Hexan (Versuch 17)
Die bevorzugte Umsetzung der cis-9-Octadecensäure durch die Lipase von Candida cylindra-
cea bei der Veresterung eines synthetischen 80:20-Gemisches von Elaidinsäure und Ölsäure
mit n-Butanol in n-Hexan führte zu einer kontinuierlichen Anreicherung der trans-9-Octa-
decensäure in der Eduktfraktion. Nach 90 min war die Ölsäure bereits vollständig zum Butyl-
ester verestert, während der Umsatz der Elaidinsäure zu diesem Zeitpunkt erst 65% betrug, so
daß schließlich eine aus reiner Elaidinsäure bestehende Eduktfraktion resultierte.
Somit konnte in Versuch 17 am Beispiel eines synthetischen 80:20-Gemisches von Elaidin-
säure und Ölsäure nachgewiesen werden, daß die Lipase von Candida cylindracea zur voll-
ständigen Anreicherung, d.h. zur Isolierung, einer einzelnen Fettsäure aus einem thermodyna-
mischen Gleichgewichtsgemisch cis/trans-isomerer Octadecensäuren geeignet war.
Darüber hinaus ließen die Ergebnisse der Versuche 15 und 17 den Schluß zu, daß die
Isolierung einer einzelnen Fettsäure aus einem 50:50-Gemisch von Elaidinsäure und Ölsäure
mit Hilfe der Lipase von Candida cylindracea in einem zweistufigen Veresterungsprozess
möglich ist.
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3.3.3 Enzymatische Umesterung von cis- und trans-9-Octadecensäuremethylester
Lipasen katalysieren in organischen Lösungsmitteln nicht nur die Veresterung von Fettsäuren,
sondern auch die Umesterung von Fettsäureestern mit Alkoholen [108]. Beide Reaktionen
verlaufen nach dem Mechanismus der lipasekatalysierten Acylierung eines Alkohols und
unterscheiden sich lediglich in der Art des verwendeten Acylierungsmittels.
Die Substratselektivität von Lipasen bei der enzymatischen Umesterung von Fettsäureestern
mit Alkoholen kann wie zuvor im Falle der lipasekatalysierten Alkoholyse von Fettsäuren
nach der Methode von Rangheard et al. [182] mit Hilfe von Spezifitätskonstanten quantitativ
bestimmt werden.
Nachfolgend wurde exemplarisch die Selektivität der Lipase von Candida cylindracea der
Firma Fluka – kurz: CCL (2) – gegenüber Ölsäure- und Elaidinsäuremethylester bestimmt.
Als Testreaktionen dienten die enzymatische Umesterung von Myristinsäure- und Ölsäure-
methylester bzw. Myristinsäure- und Elaidinsäuremethylester mit n-Butanol in n-Hexan (Ab-
bildung 33).
+ C4H9OH
Ölsäure- bzw. Elaidinsäure-ME
+ C4H9OHC13H27 COOCH3
Myristinsäure-ME
  [CCL], n-Hexan
- CH3OH
+
C9H18 C8H15 COOC4H9
C13H27 COOC4H9
C9H18 C8H15 COOCH3
D9
Abbildung 33: Enzymatische Umesterung von Myristinsäuremethylester und Ölsäure- bzw.
Elaidinsäuremethylester mit n-Butanol in n-Hexan
[Lipase von Candida cylindracea: CCL (2)]
Die Durchführung der enzymatischen Umesterung erfolgte analog der in Kapitel 3.2.1 ange-
gebenen Versuchsvorschrift für die enzymatische Veresterung und unterschied sich lediglich
in der Aufbereitung der GC-Proben, da die nicht umgesetzten Edukte bereits als Methylester
vorlagen und nicht erst mit Diazomethan in selbige überführt werden mußten.
Die Versuchsergebnisse sind in den Tabellen 18 und 19 zusammengefaßt und in den Abbil-
dungen 34 und 35 grafisch aufgetragen.
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Tabelle 18: Enzymatische Umesterung von Myristinsäure- und Ölsäuremethylester
mit n-Butanol in n-Hexan
[Lipase von Candida cylindracea: CCL (2)]
Versuch 18
Reaktionszeit (h) 1 2 4 6 8
Umsatz der Fettsäuremethylester a) (%)
Myristinsäure-ME 13,0 15,5 20,1 24,6 30,6
Ölsäure-ME 15,3 21,1 28,0 35,6 43,3
Gesamt 14,0 17,7 23,0 28,9 36,1
Kompetitiver Faktor 0,84 0,71 0,68 0,64 0,64
Spezifitätskonstante 1,20 1,41 1,46 1,56 1,56
a) zu den jeweiligen Butylestern
Bedingungen: T = 30°C,  t = 8 h
Ansatz: 250 ml n-Hexan
Myristinsäure-ME:   1,5 mg (0,006 mmol)
Ölsäure-ME:   1,9 mg (0,006 mmol)
Lipase: 20,4 mg
n-Butanol:   1,9 mg (0,025 mmol)
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Abbildung 34: Zeit/Umsatz-Kurven der enzymatischen Umesterung von Myristinsäure-
und Ölsäuremethylester mit n-Butanol in n-Hexan (Versuch 18)
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Tabelle 19: Enzymatische Umesterung von Myristinsäure- und Elaidinsäuremethylester
mit n-Butanol in n-Hexan
[Lipase von Candida cylindracea: CCL (2)]
Versuch 19
Reaktionszeit (h) 1 2 4 6 8
Umsatz der Fettsäuremethylester a) (%)
Myristinsäure-ME 10,9 14,5 21,1 26,0 31,9
Elaidinsäure-ME   5,9   9,9 13,3 17,5 22,1
Gesamt   8,3 12,3 17,3 21,7 26,6
Kompetitiver Faktor 1,89 1,50 1,66 1,57 1,53
Spezifitätskonstante 0,53 0,67 0,60 0,64 0,65
a) zu den jeweiligen Butylestern
Bedingungen: T = 30°C,  t = 8 h
Ansatz: 250 ml n-Hexan
Myristinsäure-ME:   1,5 mg (0,006 mmol)
Elaidinsäure-ME:   1,9 mg (0,006 mmol)
Lipase: 20,6 mg
n-Butanol:   1,9 mg (0,025 mmol)
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Abbildung 35: Zeit/Umsatz-Kurven der enzymatischen Umesterung von Myristinsäure-
und Elaidinsäuremethylester mit n-Butanol in n-Hexan (Versuch 19)
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Verglichen mit der enzymatischen Veresterung von Ölsäure und Elaidinsäure mit n-Butanol
in n-Hexan (Versuche 9 bzw. 10) verlief die lipasekatalysierte Umesterung von cis- und
trans-9-Octadecensäuremethylester mit n-Butanol in n-Hexan deutlich langsamer. So betrug
die Gesamtreaktionsgeschwindigkeit der Umesterung von Ölsäuremethylester mit n-Butanol,
katalysiert durch die Lipase von Candida cylindracea, nach 2h lediglich 0,90 mmol / (g . min),
die der enzymatischen Veresterung von Ölsäure mit n-Butanol zum gleichen Zeitpunkt hin-
gegen 8,17 mmol / (g . min).
Die beiden lipasekatalysierten Esterbildungsreaktionen unterschieden sich hinsichtlich ihrer
Geschwindigkeiten zwar deutlich, im Hinblick auf die Substratselektivität der Lipase von
Candida cylindracea stimmten  sie  jedoch  überein.  So  wurden  bei  der  enzymatischen  Ver-
esterung und Umesterung mit n-Butanol in n-Hexan die Ölsäure bzw. der Ölsäuremethylester
schneller umgesetzt als die jeweiligen Referenzsubstrate und letztere wiederum schneller als
die Elaidinsäure bzw. der Elaidinsäuremethylester. Die Spezifitätskonstanten der Lipase von
Candida cylindracea für Ölsäure- und Elaidinsäuremethylester wurden mit 1,56 bzw. 0,65
bestimmt und fielen größer aus als die in den Versuchen 9 und 10 mit 1,21 und 0,35 ermittel-
ten Spezifitätskonstanten für Ölsäure bzw. Elaidinsäure – unabhängig davon waren sie jedoch
ein weiterer Beweis für die cis-9-Selektivität der Lipase von Candida cylindracea. Das Maß
der Substratselektivität jenes Biokatalysators – berechnet aus dem Verhältnis der Spezifitäts-
konstanten – betrug bei der Umesterung der konfigurationsisomeren 9-Octadecensäure-
methylester allerdings nur 2,4 und fiel somit deutlich niedriger aus als der bei der Veresterung
von Ölsäure und Elaidinsäure ermittelte Quotient von 3,5.
Der Einfluß der Substratanzahl und der Substratkonzentration auf die Substratselektivität der
Lipase von Candida cylindracea der Firma Fluka – kurz: CCL (2) – wurde im Kapitel 3.2.2.2
bereits am Beispiel der enzymatischen Veresterung von Myristinsäure, Ölsäure und Elaidin-
säure mit n-Butanol in n-Hexan studiert (Versuche 11 und 12) und nachfolgend noch einmal
am Beispiel der lipasekatalysierten Umesterung von Myristinsäure-, Ölsäure- und Elaidin-
säuremethylester mit n-Butanol in n-Hexan untersucht. Die Simultanbestimmung der Spezi-
fitätskonstanten der Lipase von Candida cylindracea für Ölsäure- und Elaidinsäuremethyl-
ester wurde zunächst mit einem 50:50-Gemisch und anschließend mit einem 80:20-Gemisch
der trans/cis-isomeren 9-Octadecensäuremethylester vorgenommen. Die Versuchsergebnisse
sind in den Tabellen 20 und 21 zusammengefasst und in den Abbildungen 36 und 37 grafisch
aufgetragen.
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Tabelle 20: Enzymatische Umesterung von Elaidinsäure- und Ölsäuremethylester
(50:50-Gemisch) sowie Myristinsäuremethylester mit n-Butanol in n-Hexan
[Lipase von Candida cylindracea: CCL (2)]
Versuch 20
Reaktionszeit (h) 1 2 4 6 8
Umsatz der Fettsäuremethylester a) (%)
Myristinsäure-ME   8,2 14,4 21,6 27,0 30,7
Ölsäure-ME 11,4 19,3 33,7 42,3 45,8
Elaidinsäure-ME   4,2   8,0 15,6 19,2 20,4
Gesamt   7,4 12,9 22,0 27,4 29,7
a) zu den jeweiligen Butylestern
Bedingungen: T = 30°C,  t = 8 h
Ansatz: 300 ml n-Hexan
Myristinsäure-ME:   1,2 mg (0,005 mmol)
Ölsäure-ME:   1,5 mg (0,005 mmol)
Elaidinsäure-ME:   1,5 mg (0,005 mmol)
Lipase: 21,2 mg
n-Butanol:   2,2 mg (0,030 mmol)
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Abbildung 36: Zeit/Umsatz-Kurven der enzymatischen Umesterung von Myristinsäure-,
Ölsäure- und Elaidinsäuremethylester mit n-Butanol in n-Hexan (Versuch 20)
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Tabelle 21: Enzymatische Umesterung von Elaidinsäure- und Ölsäuremethylester
(80:20-Gemisch) sowie Myristinsäuremethylester mit n-Butanol in n-Hexan
[Lipase von Candida cylindracea: CCL (2)]
Versuch 21
Reaktionszeit (h) 1 2 4 6 8
Umsatz der Fettsäuremethylester a) (%)
Myristinsäure-ME 10,0 14,6 19,2 22,9 25,3
Ölsäure-ME 13,7 20,3 27,2 33,1 37,7
Elaidinsäure-ME   5,1   9,1 12,7 15,7 18,0
Gesamt   7,5 12,0 16,2 19,3 22,2
a) zu den jeweiligen Butylestern
Bedingungen: T = 30°C,  t = 8 h
Ansatz: 300 ml n-Hexan
Myristinsäure-ME:   1,2 mg (0,005 mmol)
Ölsäure-ME:   0,6 mg (0,002 mmol)
Elaidinsäure-ME:   2,4 mg (0,008 mmol)
Lipase: 21,5 mg
n-Butanol:   2,2 mg (0,030 mmol)
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Abbildung 37: Zeit/Umsatz-Kurven der enzymatischen Umesterung von Myristinsäure-,
Ölsäure- und Elaidinsäuremethylester mit n-Butanol in n-Hexan (Versuch 21)
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Bei der enzymatischen Umesterung von Myristinsäuremethylester und einem 50:50-Gemisch
von Elaidinsäure- und Ölsäuremethylester mit n-Butanol in n-Hexan wurden die Spezifitäts-
konstanten der Candida cylindracea-Lipase mit 1,70 und 0,65 für den cis- bzw. trans-9-Octa-
decensäuremethylester bestimmt. Damit unterschieden sich die simultan ermittelten Werte nur
geringfügig von den in den Versuchen 18 und 19 separat bestimmten Konstanten 1,56 und
0,65 für Ölsäure- bzw. Elaidinsäuremethylester. Darüber hinaus stimmte auch das Verhältnis
der Spezifitätskonstanten mit 2,5 sehr gut mit dem zuvor bei der separaten Bestimmung der
Konstanten berechneten Quotienten von 2,4 überein.
Die Umesterung von Myristinsäuremethylester und einem 80:20-Gemisch von Elaidinsäure-
und Ölsäuremethylester mit n-Butanol in n-Hexan, katalysiert durch die Lipase von Candida
cylindracea, führte zu Spezifitätskonstanten von 1,54 und 0,66 für den cis- bzw. trans-9-Octa-
decensäuremethylester und zu einem Maß der Substratselektivität von 2,3. Diese Ergebnisse
korrelierten ebenfalls sehr gut mit den zuvor erzielten Resultaten.
Somit konnte in den Versuchen 20 und 21 am Beispiel der enzymatischen Umesterung von
Myristinsäure-, Ölsäure- und Elaidinsäuremethylester mit n-Butanol in n-Hexan nachgewie-
sen werden, was im Kapitel 3.2.2.2 am Beispiel der enzymatischen Veresterung von Myristin-
säure, Ölsäure und Elaidinsäure mit n-Butanol in n-Hexan (Versuche 11 und 12) bereits fest-
gestellt wurde, daß nämlich die Bestimmung der Selektivität einer Lipase gegenüber verschie-
denen Substraten mit Hilfe von Spezifitätskonstanten unabhängig von der Substratanzahl und
der Substratkonzentration war.
Dieses Ergebnis war insofern von Bedeutung, als daß man die Selektivität einer Lipase gegen-
über den cis/trans-Isomeren einer metathetisch hergestellten und als Methylester vorliegenden
Octadecensäure mit definierter Position der Doppelbindung bestimmen konnte, indem man
das thermodynamische Gleichgewichtsgemisch der konfigurationsisomeren Fettsäuremethyl-
ester – gemeinsam mit dem als Referenzsubstrat dienenden Myristinsäuremethylester – direkt
in die lipasekatalysierte Umesterung einsetzte.
Abschließend wurde am Beispiel der Umesterung eines synthetischen 80:20-Gemisches von
Elaidinsäure- und Ölsäuremethylester mit n-Butanol in n-Hexan die Eignung der cis-9-selek-
tiven Lipase von Candida cylindracea und der trans-9-selektiven Lipase A von Candida ant-
arctica im Hinblick auf die Trennung eines thermodynamischen Gleichgewichtsgemisches
der Konfigurationsisomeren geprüft.
Die Ergebnisse sind in den Tabellen 22 und 23 zusammengefasst und in den Abbildungen 38
und 39 grafisch aufgetragen.
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Tabelle 22: Enzymatische Umesterung von Elaidinsäure- und Ölsäuremethylester
(80:20-Gemisch) mit n-Butanol in n-Hexan
[Lipase von Candida cylindracea: CCL (2)]
Versuch 22
Reaktionszeit (h) 1 2 4 8 24
Umsatz der Fettsäuremethylester a) (%)
Ölsäure-ME 14,8 23,4 34,3 49,8 71,6
Elaidinsäure-ME   5,4 10,2 16,0 24,9 39,6
Gesamt   7,0 12,4 19,2 29,1 44,7
Zusammensetzung der Eduktfraktion (Gew.-%)
Ölsäure-ME 15,8 15,1 14,0 12,2   8,2
Elaidinsäure-ME 84,2 84,9 86,0 87,8 91,8
Zusammensetzung der Produktfraktion (Gew.-%)
Ölsäure-BE 36,6 32,4 30,8 29,4 25,5
Elaidinsäure-BE 63,4 67,6 69,2 70,6 74,5
a) zu den jeweiligen Butylestern
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Abbildung 38: Zeit/Umsatz-Kurven der enzymatischen Umesterung von Ölsäure- und
Elaidinsäuremethylester mit n-Butanol in n-Hexan (Versuch 22)
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Tabelle 23: Enzymatische Umesterung von Elaidinsäure- und Ölsäuremethylester
(80:20-Gemisch) mit n-Butanol in n-Hexan
[Immobilisierte Lipase A von Candida antarctica: CL-5 (3)]
Versuch 23
Reaktionszeit (h) 2 4 6 24
Umsatz der Fettsäuremethylester a) (%)
Ölsäure-ME   2,0   3,9   6,1 24,4
Elaidinsäure-ME 30,0 51,2 65,8 84,2
Gesamt 22,7 40,5 52,4 71,3
Zusammensetzung der Eduktfraktion (Gew.-%)
Ölsäure-ME 30,0 36,5 44,2 57,0
Elaidinsäure-ME 70,0 63,5 55,8 43,0
Zusammensetzung der Produktfraktion (Gew.-%)
Ölsäure-BE   2,0   2,2   2,6   7,4
Elaidinsäure-BE 98,0 97,8 97,4 92,6
a) zu den jeweiligen Butylestern
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Abbildung 39: Zeit/Umsatz-Kurven der enzymatischen Umesterung von Ölsäure- und
Elaidinsäuremethylester mit n-Butanol in n-Hexan (Versuch 23)
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Versuch 22: Bedingungen: T = 30°C,  t = 24 h
Ansatz: 250 ml n-Hexan
Ölsäure-ME:   0,7 mg (0,0025 mmol)
Elaidinsäure-ME:   3,0 mg (0,0100 mmol)
Lipase: 21,1 mg
n-Butanol:   1,9 mg (0,0250 mmol)
Versuch 23: Bedingungen: T = 30°C,  t = 24 h
Ansatz: 250 ml n-Hexan
Ölsäure-ME:   0,7 mg (0,0025 mmol)
Elaidinsäure-ME:   3,0 mg (0,0100 mmol)
Lipase: 19,8 mg
n-Butanol:   1,9 mg (0,0250 mmol)
Bei der Umesterung eines synthetischen 80:20-Gemisches von Elaidinsäure- und Ölsäure-
methylester mit n-Butanol in n-Hexan setzte die Lipase von Candida cylindracea bevorzugt
das cis-9-Isomer um. So betrug der Umsatz des cis-9-Octadecensäuremethylesters nach 24 h
bereits 72%, der des trans-9-Octadecensäuremethylesters hingegen erst 40 %. Infolgedessen
kam es zu einer Anreicherung von Elaidinsäuremethylester in der Eduktfraktion auf 92%.
Die immobilisierte Lipase A von Candida antarctica – Chirazyme L-5 (3) – zeigte bei der
Umesterung des Gemisches der konfigurationsisomeren 9-Octadecensäuremethylester eine
außerordentlich hohe Präferenz für den Elaidinsäuremethylester. Während nach einer Reak-
tionszeit von 6 h bereits 66% des trans-9-Isomers umgeestert waren, betrug der Umsatz des
Ölsäuremethylesters gerade einmal 6%. Die Folge war eine sehr starke Anreicherung des
trans-9-Octadecensäuremethylesters in der Produktfraktion auf 97% und eine deutliche An-
reicherung des cis-9-Octadecensäuremethylesters in der Eduktfraktion von 20% auf zunächst
44% und im weiteren Verlauf der Reaktion auf 57%.
Somit konnte am Beispiel der Umesterung eines synthetischen 80:20-Gemisches von Elaidin-
säure- und Ölsäuremethylester mit n-Butanol in n-Hexan gezeigt werden, daß die Lipase von
Candida cylindracea und  die  Lipase  A  von Candida antarctica zur Fraktionierung eines
thermodynamischen Gleichgewichtsgemisches der konfigurationsisomeren 9-Octadecensäure-
methylester geeignet waren.
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3.3.4 Enzymatische Veresterung von cis- und trans-11-Octadecensäure
Neben den konfigurationsisomeren 9-Octadecensäuren – Ölsäure und Elaidinsäure – sind die
cis-11-Octadecensäure (cis-Vaccensäure) und die trans-11-Octadecensäure (trans-Vaccen-
säure) zwei weitere wichtige, in der Natur vorkommende C18:1-Fettsäuren.
Die cis/trans-isomeren 11-Octadecensäuren werden im Pansen der Wiederkäuer bei der bio-
katalysierten Hydrierung von mehrfach ungesättigten Fettsäuren aus der Nahrung gebildet.
Die trans-11-Octadecensäure ist dabei die häufigste trans-Fettsäure in den Wiederkäuerfetten.
Die cis-11-Octadecensäure kommt darüber hinaus in verschiedenen natürlichen Fetten vor.
Nachfolgend wurde in einem eingeschränkten Enzymscreening die Selektivität von Lipasen
gegenüber den cis/trans-isomeren 11-Octadecensäuren bestimmt, indem man die cis- bzw.
trans-Vaccensäure und Myristinsäure mit n-Butanol in n-Hexan unter kompetitiven Bedin-
gungen enzymatisch veresterte (Abbildung 40). Zum Einsatz kamen vor allem solche Lipasen,
die sich bereits bei den vorherigen Untersuchungen als selektiv gegenüber Ölsäure oder Elai-
dinsäure erwiesen hatten.
+ C4H9OH
D11
cis- bzw. trans-Vaccensäure
+ C4H9OHC13H27 COOH
Myristinsäure
[Lipase], n-Hexan
- H2O
+
C13H27 COOC4H9
C7H14 C10H19 COOH C7H14 C10H19 COOC4H9
Abbildung 40: Enzymatische Veresterung von Myristinsäure und cis- bzw. trans-Vaccen-
säure mit n-Butanol in n-Hexan
Die Ergebnisse dieses eingeschränkten Enzymscreenings, d.h. die Spezifitätskonstanten der
ausgewählten Lipasen für cis- und trans-Vaccensäure, sind in Abbildung 41 angegeben.
Ferner sind die Lipasen in Abbildung 42 im Hinblick auf das Maß ihrer Substratselektivität,
berechnet als Verhältnis der Spezifitätskonstanten für cis-11- und trans-11-Octadecensäure,
klassifiziert worden.
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Abbildung 41: Spezifitätskonstanten von Lipasen für cis- und trans-Vaccensäure
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Abbildung 42: Verhältnis der Spezifitätskonstanten für cis- und trans-Vaccensäure
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Die Lipasen von Candida cylindracea, Mucor miehei, Rhizomucor miehei und Humicola
lanuginosa, die sich im Enzymscreening durch ihre cis-9-Selektivität ausgezeichnet hatten,
bevorzugten bei der Veresterung von cis- bzw. trans-Vaccensäure und Myristinsäure mit
n-Butanol in n-Hexan die cis-11-Octadecensäure gegenüber der trans-11-Octadecensäure.
Damit hatte die Verschiebung der Doppelbindung von der D9- in die D11-Position keinen
Einfluß auf die Präferenz jener Lipasen für das cis-Isomer. Allerdings nahm das Maß der Sub-
stratselekivität jener cis-selektiven Lipasen mit der Verschiebung der Doppelbindung in Rich-
tung Kettenende deutlich ab. So katalysierte die Lipase von Candida cylindracea der Firma
Fluka – kurz: CCL (2) – z.B. die Veresterung von Ölsäure mit n-Butanol in n-Hexan 3,5-mal
schneller als die entsprechende Umsetzung der Elaidinsäure, die Veresterung der cis-Vaccen-
säure mit n-Butanol in n-Hexan hingegen lediglich 1,6-mal schneller als die entsprechende
Reaktion der trans-Vaccensäure.
Die Spezifitätskonstanten der rekombinanten Candida antarctica-Lipasen B – CAL (2) und
CL-2 – für die cis-Vaccensäure fielen etwas größer aus als ihre Spezifitätskonstanten für die
trans-Vaccensäure. Diese Ergebnisse waren insofern bemerkenswert, als daß jene Lipasen bei
der Veresterung von Ölsäure und Elaidinsäure mit n-Butanol in n-Hexan noch geringfügig
größere Spezifitätskonstanten für das trans-Isomer aufwiesen. Unabhängig davon katalysier-
ten die Candida antarctica-Lipasen B sowohl die Veresterung der konfigurationsisomeren
9-Octadecensäuren als auch die Veresterung der cis/trans-isomeren 11-Octadecensäuren mit
n-Butanol in n-Hexan unselektiv.
Die Lipase A von Candida antarctica – Chirazyme L-5 – stellte bei der Veresterung der cis-
und trans-Vaccensäure mit n-Butnaol in n-Hexan erneut ihre Ausnahmestellung in der Reihe
der untersuchten Biokatalysatoren unter Beweis. Während die nicht-immobilisierte Lipase A
von Candida antarctica – CL-5 (1) – die Veresterung der trans-11-Octadecensäure 5,6-mal
schneller katalysierte als die entsprechende Umsetzung der cis-11-Octadecensäure, veresterte
die immobilisierte Lipase A von Candida antarctica – CL-5 (3) – die trans-Vaccensäure
sogar 6,4-mal schneller als das cis-Isomer.
Abschließend wurde die Eignung der Lipase von Candida cylindracea im Hinblick auf die
Trennung von cis/trans-isomeren Octadecensäuren geprüft, indem man sie zur Veresterung
eines synthetischen 50:50-Gemisches und eines synthetischen 80:20-Gemisches von trans-
und cis-Vaccensäure mit n-Butanol in n-Hexan einsetzte. Die Versuchsergebnisse sind in den
Tabellen 24 und 25 zusammengefasst und in den Abbildungen 43 und 44 grafisch aufgetra-
gen.
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Tabelle 24: Enzymatische Veresterung von trans- und cis-Vaccensäure (50:50-Gemisch)
mit n-Butanol in n-Hexan
[Lipase von Candida cylindracea (Fluka): CCL (2)]
Versuch 24
Reaktionszeit (min) 20 40 60 90 120
Umsatz der Fettsäuren a) (%)
cis-Vaccensäure 24,5 61,7 82,3 98,1 100
trans-Vaccensäure 13,3 37,7 56,2 89,2 99,1
Gesamt 18,2 48,6 67,8 93,3 99,5
Zusammensetzung der Eduktfraktion (Gew.-%)
cis-Vaccensäure 47,2 39,7 29,0 15,9 0
trans-Vaccensäure 52,8 60,3 71,0 84,1 100
Zusammensetzung der Produktfraktion (Gew.-%)
cis-Vaccensäure-BE 65,5 63,6 59,7 54,0 51,7
trans-Vaccensäure-BE 34,5 36,4 40,3 46,0 48,3
a) zu den jeweiligen Butylestern
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Abbildung 43: Zeit/Umsatz-Kurven der enzymatischen Veresterung von cis- und trans-
Vaccensäure mit n-Butanol in n-Hexan (Versuch 24)
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Tabelle 25: Enzymatische Veresterung von trans- und cis-Vaccensäure (80:20-Gemisch)
mit n-Butanol in n-Hexan
[Lipase von Candida cylindracea (Fluka): CCL (2)]
Versuch 25
Reaktionszeit (min) 20 40 60 90 120
Umsatz der Fettsäuren a) (%)
cis-Vaccensäure 25,8 53,0 71,9 89,5 100
trans-Vaccensäure 14,5 31,9 47,2 67,1 92,8
Gesamt 16,8 36,2 52,3 71,5 94,3
Zusammensetzung der Eduktfraktion (Gew.-%)
cis-Vaccensäure 18,3 15,1 12,1   7,4 0
trans-Vaccensäure 81,7 84,9 87,9 92,6 100
Zusammensetzung der Produktfraktion (Gew.-%)
cis-Vaccensäure-BE 31,6 30,1 28,3 25,0 21,7
trans-Vaccensäure-BE 68,4 69,9 71,7 75,0 78,3
a) zu den jeweiligen Butylestern
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Abbildung 44: Zeit/Umsatz-Kurven der enzymatischen Veresterung von cis- und trans-
Vaccensäure mit n-Butanol in n-Hexan (Versuch 25)
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Versuch 24: Bedingungen: T = 30°C,  t = 2 h
Ansatz: 250 ml n-Hexan
cis-Vaccensäure:   1,8 mg (0,006 mmol)
trans-Vaccensäure:   1,8 mg (0,006 mmol)
Lipase: 21,6 mg
n-Butanol:   1,9 mg (0,025 mmol)
Versuch 25: Bedingungen: T = 30°C,  t = 2 h
Ansatz: 250 ml n-Hexan
cis-Vaccensäure:   0,7 mg (0,0025 mmol)
trans-Vaccensäure:   2,8 mg (0,0100 mmol)
Lipase: 21,4 mg
n-Butanol:   1,9 mg (0,0250 mmol)
Die bevorzugte Umsetzung der cis-11-Octadecensäure durch die Lipase von Candida cylin-
dracea bei der Veresterung eines 50:50-Gemisches und eines 80:20-Gemisches von trans-
und cis-Vaccensäure mit n-Butanol in n-Hexan führte zwar zu einer kontinuierlichen Anrei-
cherung der trans-11-Octadecensäure in der Eduktfraktion, doch waren die Veresterungs-
reaktionen – bedingt durch das geringe Maß der Substratselektivität der Lipase von Candida
cylindracea – bei einem akzeptablen trans/cis-Verhältnis der Edukte schon weit fortgeschrit-
ten. So betrug der Gesamtumsatz der Reaktion bei einer Anreicherung der trans-Vaccensäure
in der Eduktfraktion von 50% auf 71% nach 60 min bereits 68% (Versuch 24), bei der Anrei-
cherung von 80% auf 93% nach 90 min sogar 72% (Versuch 25).
Insofern war die Fraktionierung von Gemischen konfigurationsisomerer 11-Octadecensäuren
mit Hilfe der Lipase von Candida cylindracea zwar möglich, ein hinsichtlich Ausbeute und
Zusammensetzung der einzelnen Fraktionen sinnvoller Einsatz jenes Biokatalysators aufgrund
seiner nur geringfügig größeren Präferenz für die cis-Vaccensäure gegenüber der trans-Vac-
censäure jedoch von einer engmaschigen Kontrolle des Reaktionsverlaufs abhängig.
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3.3.5 Enzymatische Umesterung von cis- und trans-11-Octadecensäuremethylester
Die enzymatische Umesterung eines synthetischen 80:20-Gemisches von trans- und cis-11-
Octadecensäuremethylester mit n-Butanol in n-Hexan wurde nachfolgend am Beispiel der
Lipase von Candida cylindracea und der Lipase A von Candida antarctica untersucht.
Die Ergebnisse sind in den Tabellen 26 und 27 zusammengefasst und in den Abbildungen 45
und 46 grafisch aufgetragen.
Die enzymatische Umesterung eines 80:20-Gemisches von trans- und cis-11-Octadecensäure-
methylester mit n-Butanol in n-Hexan verlief deutlich langsamer als die enzymatische Ver-
esterung eines 80:20-Gemisches konfigurationsisomerer 11-Octadecensäuren mit n-Butanol –
eine Beobachtung, die man bereits bei dem Vergleich der Umsetzungen von Ölsäure und
Elaidinsäure bzw. Ölsäuremethylester und Elaidinsäuremethylester mit n-Butanol in n-Hexan
machen konnte. Die Gesamtreaktionsgeschwindigkeit der Umesterung eines 80:20-Gemisches
von trans- und cis-Vaccensäuremethylester mit n-Butanol, katalysiert durch die Lipase von
Candida cylindracea (Versuch 26), betrug nach 120 min lediglich 0,37 mmol / (g . min), die
Gesamtreaktionsgeschwindigkeit der enzymatischen Veresterung eines 80:20-Gemisches von
trans- und cis Vaccensäure mit n-Butanol (Versuch 25) zum gleichen Zeitpunkt hingegen
4,59 mmol / (g . min).
Die Lipase von Candida cylindracea setzte bei der Umesterung des synthetischen Gemisches
von cis- und trans-11-Octadecensäuremethylester mit n-Butanol in n-Hexan bevorzugt den
cis-Vaccensäuremethylester um. Infolgedessen wurde der trans-Vaccensäuremethylester bei
einem Gesamtumsatz von 38% innerhalb von 24 h von 80% auf 87% in der Eduktfraktion
angereichert.
Die immobilisierte Lipase A von Candida antarctica – Chirazyme L-5 (3) – katalysierte bei
der Umesterung der konfigurationsisomeren 11-Octadecensäuremethylester mit n-Butanol in
n-Hexan hochselektiv die Umsetzung des trans-11-Octadecensäuremethylesters. Nach einer
Reaktionszeit von 6 h waren bereits 53% des trans-Vaccensäuremethylesters umgeestert,
während der Umsatz des cis-Vaccensäuremethylesters zum selben Zeitpunkt erst 10% betrug.
Die Folge war eine sehr starke Anreicherung des trans-11-Octadecensäuremethylesters in der
Produktfraktion von 80% auf 96% und eine Anreicherung des cis-11-Octadecensäuremethyl-
esters in der Eduktfraktion von 20% auf 33%.
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Tabelle 26: Enzymatische Umesterung von trans- und cis-Vaccensäuremethylester
(80:20-Gemisch) mit n-Butanol in n-Hexan
[Lipase von Candida cylindracea (Fluka): CCL (2)]
Versuch 26
Reaktionszeit (h) 1 2 4 8 24
Umsatz der Fettsäuremethylester a) (%)
cis-Vaccensäure-ME 8,0 12,7 24,9 36,1 57,0
trans-Vaccensäure-ME 3,4   5,7 12,5 18,9 33,4
Gesamt 4,2   7,2 15,0 22,4 37,9
Zusammensetzung der Eduktfraktion (Gew.-%)
cis-Vaccensäure-ME 19,9 19,6 18,4 17,0 13,3
trans-Vaccensäure-ME 80,1 80,4 81,6 83,0 86,7
Zusammensetzung der Produktfraktion (Gew.-%)
cis-Vaccensäure-BE 37,8 36,9 34,3 33,1 28,8
trans-Vaccensäure-BE 62,2 63,1 65,7 66,9 71,2
a) zu den jeweiligen Butylestern
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Abbildung 45: Zeit/Umsatz-Kurven der enzymatischen Umesterung von cis- und trans-
Vaccensäuremethylester mit n-Butanol in n-Hexan (Versuch 26)
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Tabelle 27: Enzymatische Umesterung von trans- und cis-Vaccensäuremethylester
(80:20-Gemisch) mit n-Butanol in n-Hexan
[Immobilisierte Lipase A von Candida antarctica: CL-5 (3)]
Versuch 27
Reaktionszeit (h) 2 4 6 24
Umsatz der Fettsäuremethylester a) (%)
cis-Vaccensäure-ME   6,2   6,4   9,6 36,6
trans-Vaccensäure-ME 24,3 38,1 52,7 80,3
Gesamt 20,3 31,6 43,7 71,3
Zusammensetzung der Eduktfraktion (Gew.-%)
cis-Vaccensäure-ME 26,3 28,1 33,4 45,6
trans-Vaccensäure-ME 73,7 71,9 66,6 54,4
Zusammensetzung der Produktfraktion (Gew.-%)
cis-Vaccensäure-BE   6,8   4,2   4,5 10,6
trans-Vaccensäure-BE 93,2 95,8 95,5 89,4
a) zu den jeweiligen Butylestern
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Abbildung 46: Zeit/Umsatz-Kurven der enzymatischen Umesterung von cis- und trans-
Vaccensäuremethylester mit n-Butanol in n-Hexan (Versuch 27)
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Versuch 26: Bedingungen: T = 30°C,  t = 24 h
Ansatz: 250 ml n-Hexan
cis-Vaccensäure-ME:   0,7 mg (0,0025 mmol)
trans-Vaccensäure-ME:   3,0 mg (0,0100 mmol)
Lipase: 20,4 mg
n-Butanol:   1,9 mg (0,0250 mmol)
Versuch 27: Bedingungen: T = 30°C,  t = 24 h
Ansatz: 250 ml n-Hexan
cis-Vaccensäure-ME:   0,7 mg (0,0025 mmol)
trans-Vaccensäure-ME:   3,0 mg (0,0100 mmol)
Lipase: 19,9 mg
n-Butanol:   1,9 mg (0,0250 mmol)
Eine Zusammenfassung der bisherigen Untersuchungsergebnisse zur Selektivität ausgewähl-
ter Lipasen gegenüber cis/trans- und positionsisomeren Octadecensäuren und Octadecen-
säureestern in enzymkatalysierten Reaktionen zeigt die nachfolgende Tabelle 28.
Tabelle 28: Selektivität ausgewählter Lipasen gegenüber cis/trans- und positionsisomeren
Octadecensäuren und Octadecensäureestern in enzymkatalysierten Reaktionen
(Zusammenfassung – Teil 1)
 Lipase von Edukte (cis/trans) Reaktion Substratselektivität
Candida cylindracea  9-18:1 Veresterung cis-9-selektiv
Candida antarctica A  9-18:1 Veresterung trans-9-selektiv
Candida cylindracea  9-18:1-ME Umesterung cis-9-selektiv
Candida antarctica A  9-18:1-ME Umesterung trans-9-selektiv
Candida cylindracea  11-18:1 Veresterung cis-11-selektiv
Candida antarctica A  11-18:1 Veresterung trans-11-selektiv
Candida cylindracea  11-18:1-ME Umesterung cis-11-selektiv
Candida antarctica A  11-18:1-ME Umesterung trans-11-selektiv
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3.3.6 Enzymatische Umesterung von cis- und trans-10-Octadecensäuremethylester
Die cis-10-Octadecensäure und die trans-10-Octadecensäure kommen in der Natur zwar vor,
gehören aber im Gegensatz zu der Ölsäure, der Elaidinsäure und den konfigurationsisomeren
Vaccensäuren zu den weniger bedeutenden Octadecensäuren. Kommerziell sind sie nicht
erhältlich, jedoch lassen sie sich mit Hilfe der Olefin-Metathese in Form ihrer Methylester im
präparativen Maßstab synthetisieren.
Dazu werden der w-ungesättigte 10-Undecensäuremethylester, der aus der 10-Undecensäure
(Pyrolyseprodukt der Ricinolsäure) durch chemische Veresterung mit Methanol hergestellt
wird, und das durch Homometathese von 1-Nonen erhältliche symmetrische Olefin 8-Hexa-
decen unter Schutzgas an einem heterogenen Re2O7-Metathesekatalysator umgesetzt (Abbil-
dung 47). Die Lage der Doppelbindung im Produkt wird dabei durch den w-ungesättigten
Ester vorgegeben, die Kettenverlängerung zur Octadecensäure geschieht durch die Wahl eines
geeigneten Olefins.
Die Synthese des D10-Octadecensäuremethylesters wurde im 50g-Maßstab durchgeführt, wo-
bei man ein thermodynamisches trans/cis-(80:20)-Gleichgewichtsgemisch erhielt.
Metathese von 10-Undecensäuremethylester mit 8-Hexadececen
+
Homometathese von 1-Nonen
[Kat.]     -  Ethen
OCH3
[Kat.]
- 1-Nonen
OCH3
O
O
+
trans/cis (80/20)
Abbildung 47: Konzept zur Synthese von D10-Octadecensäuremethylester
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Wie bereits im Kapitel 3.3.3 am Beispiel der enzymatischen Umesterung von Elaidinsäure-
und Ölsäuremethylester (80:20-Gemisch) sowie Myristinsäuremethylester mit n-Butanol in
n-Hexan (Versuch 21) nachgewiesen werden konnte, war die Bestimmung der Selektivität
einer Lipase gegenüber verschiedenen Substraten mit Hilfe von Spezifitätskonstanten unab-
hängig von der Substratanzahl und der Substratkonzentration.
Insofern ließ sich die Selektivität einer Lipase gegenüber den cis/trans-Isomeren einer meta-
thetisch hergestellten und als Methylester vorliegenden Octadecensäure mit definierter Posi-
tion der C=C-Doppelbindung bestimmen, indem man das thermodynamische Gleichgewichts-
gemisch der konfigurationsisomeren Fettsäuremethylester gemeinsam mit dem als Referenz-
substrat dienenden Myristinsäuremethylester direkt in die lipasekatalysierte Umesterung ein-
setzte. Nach diesem Prinzip wurde nachfolgend die Selektivität der Lipase von Candida cylin-
dracea gegenüber cis- und trans-10-Octadecensäuremethylester bestimmt. Die Ergebnisse
sind in der Tabelle 29 zusammengefasst und in Abbildung 48 grafisch aufgetragen.
Tabelle 29: Enzymatische Umesterung von trans- und cis-10-Octadecensäuremethylester
(80:20-Gemisch) sowie Myristinsäuremethylester mit n-Butanol in n-Hexan
[Lipase von Candida cylindracea: CCL (2)]
Versuch 29
Reaktionszeit (h) 1 2 4 6 8
Umsatz der Fettsäuremethylester a) (%)
Myristinsäure-ME 9,5 13,8 24,3 28,0 32,6
10c-18:1-ME 0 0   6,2   7,5   9,5
10t-18:1-ME 7,7 11,3 20,9 25,8 31,1
Gesamt 7,7 11,2 20,6 24,8 29,5
a) zu den jeweiligen Butylestern
Bedingungen: T = 30°C,  t = 8 h
Ansatz: 300 ml n-Hexan
Myristinsäure-ME:   1,2 mg (0,005 mmol)
10-Octadecensäure-ME:   3,0 mg (0,010 mmol)
Lipase: 22,0 mg
n-Butanol:   2,2 mg (0,030 mmol)
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Abbildung 48: Zeit/Umsatz-Kurven der enzymatischen Umesterung von Myristinsäure-
methylester sowie cis- und trans-10-Octadecensäuremethylester mit
n-Butanol in n-Hexan (Versuch 29)
Bei der enzymatischen Umesterung eines thermodynamischen Gleichgewichtsgemisches der
konfigurationsisomeren 10-Octadecensäuremethylester mit n-Butanol in n-Hexan wurden
Spezifitätskonstanten von 0,25 für das cis- und 0,95 für das trans-Isomer ermittelt. Diese
Ergebnisse waren insofern bemerkenswert, als daß die Lipase von Candida cylindracea, die
sich zuvor als cis-9- und cis-11-selektiv erwiesen hatte, den trans-10-Octadecensäuremethyl-
ester ca. 4-mal schneller umsetzte als den cis-10-Octadecensäureester und damit eine deut-
liche trans-10-Selektivität unter Beweis stellte.
Die Selektivität der Lipase von Candida cylindracea gegenüber den konfigurationsisomeren
10-Octadecensäuremethylestern wurde jedoch nicht nur simultan, sondern – ebenso wie die
Substratselektivität der immobilisierten Lipase A von Candida antarctica – separat bestimmt.
Dazu wurde zunächst mit Hilfe der Silberionen-Dünnschichtchromatographie und der Silber-
ionen-HPLC eine Isomerentrennung des thermodynamischen Gleichgewichtsgemisches vor-
genommen und anschließend der cis- bzw. trans-10-Octadecensäuremethylester gemeinsam
mit Myristinsäuremethylester mit n-Butanol in n-Hexan unter kompetitiven Bedingungen
enzymatisch umgeestert (Abbildung 49).
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+ C4H9OH
+ C4H9OHC13H27 COOCH3
Myristinsäure-ME
[Lipase], n-Hexan
- CH3OH
+
C13H27 COOC4H9
10c- bzw. 10t-18:1-ME
D10
COOCH3C8H16 C9H17 COOC4H9C8H16 C9H17
Abbildung 49: Enzymatische Umesterung von Myristinsäuremethylester und cis- bzw.
trans-10-Octadecensäuremethylester mit n-Butanol in n-Hexan
Die Spezifitätskonstanten der Lipase von Candida cylindracea und der Lipase A von Candida
antarctica für cis- und trans-10-Octadecensäuremethylester sind in Abbildung 50 angegeben.
1,21
0,94
0,28
0,18
0 1 2
Chirazyme L-5 (3)
Cand. cylindracea (2)
Spezifitätskonstante [1/a]
cis -10-Octadecensäure-ME
trans -10-Octadecensäure-ME
Abbildung 50: Spezifitätskonstanten der Lipasen für cis- bzw. trans-10-Octadecensäure-
methylester
Sowohl die Lipase von Candida cylindracea als auch die Lipase A von Candida antarctica
setzten den trans-10-Octadecensäuremethylester ca. 4-5-mal schneller um als den cis-10-Fett-
säureester und zeigten somit eine deutliche Präferenz für das trans-Isomer. Während die
trans-10-Selektivität von Chirazyme L-5 jedoch im Einklang mit den vorherigen Ergebnissen
– trans-9- und trans-11-Selektivität der immobilisierten Lipase A von Candida antarctica –
stand, war die Verschiebung der Doppelbindung im Substratmolekül von der ungeraden D9-
bzw. D11-Position in die gerade D10-Position im Falle der Lipase von Candida cylindracea
mit einem Wechsel der Substratpräferenz verbunden – cis-9- und cis-11-Selektivität einer-
seits, trans-10-Selektivität andererseits.
Abschließend wurde die Eignung der Lipase von Candida cylindracea und der Lipase A von
Candida antarctica im Hinblick auf die Trennung eines thermodynamischen Gleichgewichts-
gemisches von cis- und trans-10-Octadecensäuremethylester untersucht. Die Ergebnisse sind
in den Tabellen 30 und 31 bzw. den Abbildungen 51 und 52 zusammengefasst.
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Tabelle 30: Enzymatische Umesterung von trans- und cis-10-Octadecensäuremethylester
(80:20-Gemisch) mit n-Butanol in n-Hexan
[Lipase von Candida cylindracea (Fluka): CCL (2)]
Versuch 30
Reaktionszeit (h) 1 2 4 8 24
Umsatz der Fettsäuremethylester a) (%)
10c-18:1-ME 0   3,8   6,5 10,6 18,7
10t-18:1-ME 8,7 14,6 23,2 35,8 53,3
Gesamt 7,2 12,6 20,2 31,2 46,9
Zusammensetzung der Eduktfraktion (Gew.-%)
10c-18:1-ME 19,2 19,9 21,2 23,6 28,4
10t-18:1-ME 80,8 80,1 78,8 76,4 71,6
Zusammensetzung der Produktfraktion (Gew.-%)
10c-18:1-BE 0   5,4   5,8   6,1   7,4
10t-18:1-BE 100 94,6 94,2 93,9 92,6
a) zu den jeweiligen Butylestern
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Abbildung 51: Zeit/Umsatz-Kurven der enzymatischen Umesterung von cis- und trans-10-
Octadecensäuremethylester mit n-Butanol in n-Hexan (Versuch 30)
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Tabelle 31: Enzymatische Umesterung von trans- und cis-10-Octadecensäuremethylester
(80:20-Gemisch) mit n-Butanol in n-Hexan
[Immobilisierte Lipase A von Candida antarctica: CL-5 (3)]
Versuch 31
Reaktionszeit (h) 2 4 6 24
Umsatz der Fettsäuremethylester a) (%)
10c-18:1-ME 17,0 26,0 36,2 75,5
10t-18:1-ME 48,7 66,1 74,5 80,0
Gesamt 42,7 58,8 67,3 79,2
Zusammensetzung der Eduktfraktion (Gew.-%)
10c-18:1-ME 27,2 33,0 36,7 21,9
10t-18:1-ME 72,8 67,0 63,3 78,1
Zusammensetzung der Produktfraktion (Gew.-%)
10c-18:1-BE   7,5   8,2 10,1 17,7
10t-18:1-BE 92,5 91,8 89,9 82,3
a) zu den jeweiligen Butylestern
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Abbildung 52: Zeit/Umsatz-Kurven der enzymatischen Umesterung von cis- und trans-10-
Octadecensäuremethylester mit n-Butanol in n-Hexan (Versuch 31)
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Versuch 30: Bedingungen: T = 30°C,  t = 24 h
Ansatz: 250 ml n-Hexan
D10-Octadecensäure-ME:   3,7 mg (0,0125 mmol)
Lipase: 20,9 mg
n-Butanol:   1,9 mg (0,0250 mmol)
Versuch 31: Bedingungen: T = 30°C,  t = 24 h
Ansatz: 250 ml n-Hexan
D10-Octadecensäure-ME:   3,7 mg (0,0125 mmol)
Lipase: 20,4 mg
n-Butanol:   1,9 mg (0,0250 mmol)
Die bevorzugte Umsetzung des trans-10-Octadecensäuremethylesters durch die Lipase von
Candida cylindracea und die immobilisierte Lipase A von Candida antarctica bei der enzy-
matischen Umesterung eines thermodynamischen Gleichgewichtsgemisches der konfigura-
tionsisomeren 10-Octadecensäuremethylester mit n-Butanol in n-Hexan führte zu einer An-
reicherung des trans-10-Fettsäureesters in der Produktfraktion.
So konnte der trans-10-Octadecensäuremethylester mit Hilfe der Lipase von Candida cylin-
dracea bei einem Gesamtumsatz von 47% innerhalb von 24 h von 80% in der Eduktfraktion
auf 93% in der Produktfraktion angereichert werden. Schneller und vollständiger verlief die
Anreicherung bei Einsatz der immobilisierten Lipase A von Candida antarctica. Hier betrug
der Anteil des trans-10-Octadecensäuresters an der Produktfraktion bei einem Gesamtumsatz
von 67% nach 6 h bereits 90%.
Eine weitere Zusammenfassung der bisherigen Untersuchungsergebnisse zur Selektivität von
ausgewählten Lipasen gegenüber cis/trans- und positionsisomeren Octadecensäuren und
Octadecensäureestern in enzymkatalysierten Reaktionen zeigt Tabelle 32.
Eigene Versuche
97
Tabelle 32: Selektivität ausgewählter Lipasen gegenüber cis/trans- und positionsisomeren
Octadensäuren und Octadecensäureestern in enzymkatalysierten Reaktionen
(Zusammenfassung – Teil 2)
 Lipase von Edukte (cis/trans) Reaktion Substratselektivität
Candida cylindracea  9-18:1 Veresterung cis-9-selektiv
Candida antarctica A  9-18:1 Veresterung trans-9-selektiv
Candida cylindracea  9-18:1-ME Umesterung cis-9-selektiv
Candida antarctica A  9-18:1-ME Umesterung trans-9-selektiv
Candida cylindracea  10-18:1-ME Umesterung trans-10-selektiv
Candida antarctica A  10-18:1-ME Umesterung trans-10-selektiv
Candida cylindracea  11-18:1 Veresterung cis-11-selektiv
Candida antarctica A  11-18:1 Veresterung trans-11-selektiv
Candida cylindracea  11-18:1-ME Umesterung cis-11-selektiv
Candida antarctica A  11-18:1-ME Umesterung trans-11-selektiv
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3.3.7 Enzymatische Veresterung von cis- und trans-6-Octadecensäure
Die cis-6-Octadecensäure (Petroselinsäure) ist eine in der Natur weit verbreitete C18:1-Fett-
säure. Ihr Name ist zurückzuführen auf die Petersilie, in deren Samenöl sie erstmals 1909
nachgewiesen wurde. Industrielle Bedeutung genießt die Petroselinsäure aufgrund ihres hohen
Anteils von ca. 80% an den Fettsäuren des Korianderöls. Sie wird chemisch durch Hydrolyse
oder – in Form ihrer Methylester – durch Umesterung von Korianderöl gewonnen und ist ein
begehrter Ausgangsstoff für oleochemische und technische Produkte.
Nachfolgend wurde die Selektivität von Lipasen gegenüber den cis/trans-isomeren 6-Octa-
decensäuren bestimmt, indem man die Petroselinsäure bzw. die Petroselaidinsäure (trans-6-
Octadecensäure) und Myristinsäure mit n-Butanol in n-Hexan unter kompetitiven Bedin-
gungen enzymatisch veresterte (Abbildung 53). Dadurch sollte einerseits die Bestimmung der
Substratselektivität von Lipasen systematisch um eine weitere Octadecensäure der D6-D13-
Reihe erweitert werden, andererseits die zuvor beobachtete Umkehr der cis/trans-Selektivität
in Abhängigkeit von der Position der Doppelbindung im Substratmolekül für die Lipase von
Candida cylindracea verifiziert und zudem für weitere cis/trans-selektive Lipasen untersucht
werden. Insofern kamen vor allem solche Lipasen zum Einsatz, die sich bereits bei den
vorherigen Untersuchungen mit Octadecensäuren der D9-D11-Reihe als cis- oder trans-
selektiv erwiesen hatten.
+ C4H9OH
+ C4H9OHC13H27 COOH
Myristinsäure
[Lipase], n-Hexan
- H2O
+
C13H27 COOC4H9
C12H24 C5H9 COOH
D6
C12H24 C5H9 COOC4H9
  Petroselin- bzw.
Petroselaidinsäure
Abbildung 53: Enzymatische Veresterung von Myristinsäure und Petroselin- bzw. Petro-
selaidinsäure mit n-Butanol in n-Hexan
Die Ergebnisse dieses eingeschränkten Enzymscreenings, d.h. die Spezifitätskonstanten der
Lipasen für die Petroselin- und die Petroselaidinsäure, sind in Abbildung 54 angegeben.
Darüber hinaus sind die Lipasen in Abbildung 55 im Hinblick auf das Maß ihrer Substrat-
selektivität, berechnet als Verhältnis der Spezifitätskonstanten für trans-6- und cis-6-Octa-
decensäure, klassifiziert worden.
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Abbildung 54: Spezifitätskonstanten der Lipasen für Petroselin- und Petroselaidinsäure
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Abbildung 55: Verhältnis der Spezifitätskonstanten für Petroselin- und Petroselaidinsäure
Mit Ausnahme der beiden Candida antarctica-Lipasen B – Candida antarctica (2) und Chira-
zyme L-2 – bevorzugten alle bei der Veresterung von Petroselinsäure und Petroselaidinsäure
mit n-Butanol in n-Hexan eingesetzten Lipasen die trans-Fettsäure gegenüber der cis-Fett-
säure, indem sie einerseits die Petroselinsäure sehr deutlich diskriminierten, andererseits die
Petroselaidinsäure sehr wohl als Substrat akzeptierten. Während die Lipase A von Candida
antarctica – Chirazyme L-5 – einmal mehr ihre trans-Selektivität unter Beweis stellte, war
die Verschiebung der Doppelbindung im Substratmolekül von einer ungeraden (D9, D11) in
eine gerade (D6) Position für die cis-9- bzw. cis-11-selektiven Lipasen von Candida cylindra-
cea, Humicola lanuginosa, Mucor miehei und Rhizomucor miehei mit einer Umkehr ihrer
Substratselektivität zugunsten der trans-Fettsäure verbunden – eine Bestätigung der im Falle
der cis/trans-isomeren 10-Octadecensäuremethylester bereits beobachteten Abhängigkeit der
Substratselektivität der Candida cylindracea-Lipase von der Position der Doppelbindung.
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Des weiteren führte die Verschiebung der Doppelbindung von der D9- bzw. D11-Position in
die D6-Position bei allen Lipasen mit Ausnahme der beiden Candida antarctica-Lipasen B,
insbesondere bei der immobilisierten Candida antarctica-Lipase A sowie den Lipasen von
Mucor miehei und Rhizomucor miehei, zu einer deutlichen Zunahme ihrer Selektivität (Abbil-
dung 55). Bemerkenswert erschien auch die Tatsache, daß die Lipase von Candida cylindra-
cea einerseits und die Lipasen von Mucor miehei und Rhizomucor miehei andererseits sehr
unterschiedliche Spezifitätskonstanten für die Petroselaidinsäure aufwiesen und sich im Hin-
blick auf das Maß ihrer Substratselektivität erstmals sehr deutlich voneinander unterschieden.
Eine Sonderstellung, nicht nur in der Reihe der untersuchten Biokatalysatoren, nahmen die
beiden Candida antarctica-Lipasen B der Firmen Fluka und Boehringer Mannheim, heute
Roche Diagnostics, ein. So erwiesen sie sich mit Spezifitätskonstanten von 0,80 und 0,90 für
die Petroselin- bzw. die Petroselaidinsäure zum einen als sehr unselektiv gegenüber den kon-
figurationsisomeren 6-Octadecensäuren, zum anderen zeigten sie – entgegen der in der Litera-
tur verschiedentlich geäußerten Meinung, daß die meisten Lipasen Substrate mit einer ersten
cis-Doppelbindung in der D6-Position sehr stark diskriminieren – eine vergleichsweise hohe
Präferenz für die cis-6-Octadecensäure als Substrat.
Die Eignung der Lipase von Candida cylindracea im Hinblick auf die Trennung der cis/trans-
isomeren 6-Octadecensäuren wurde nachfolgend am Beispiel der Veresterung eines 80:20-
Gemisches von Petroselaidin- und Petroselinsäure mit n-Butanol in n-Hexan geprüft.
Tabelle 33: Enzymatische Veresterung von Petroselaidin- und Petroselinsäure
(80:20-Gemisch) mit n-Butanol in n-Hexan
[Lipase von Candida cylindracea (Fluka): CCL (2)]
Versuch 33
Reaktionszeit (min) 20 40 60 120
Umsatz der Fettsäuren a) (%)
Petroselinsäure 0 0   3,9   9,8
Petroselaidinsäure 6,1 9,5 19,3 45,0
Gesamt 4,8 7,5 15,3 37,4
Zusammensetzung der Eduktfraktion (Gew.-%)
Petroselinsäure 22,5 22,9 24,8 31,3
Petroselaidinsäure 77,5 77,1 75,2 68,7
Zusammensetzung der Produktfraktion (Gew.-%)
Petroselinsäure-BE 0 0   5,3   5,7
Petroselaidinsäure-BE 100 100 94,7 94,3
a) zu den jeweiligen Butylestern
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Bedingungen: T = 30°C,  t = 2 h
Ansatz: 250 ml n-Hexan
Petroselinsäure:   0,7 mg (0,0025 mmol)
Petroselaidinsäure:   2,8 mg (0,0100 mmol)
Lipase: 19,8 mg
n-Butanol:   1,9 mg (0,0250 mmol)
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Abbildung 56: Zeit/Umsatz-Kurven der enzymatischen Veresterung von Petroselinsäure
und Petroselaidinsäure mit n-Butanol in n-Hexan (Versuch 33)
Die starke Diskriminierung der cis-6-Octadecensäure und die bevorzugte Umsetzung der
trans-6-Octadecensäure durch die Lipase von Candida cylindracea bei der enzymatischen
Veresterung eines synthetischen 80:20-Gemisches von Petroselaidin- und Petroselinsäure mit
n-Butanol in n-Hexan führten innerhalb von 120 min zu einer sehr starken Anreicherung der
trans-6-Octadecensäure von 80% in der Eduktfraktion auf 94% in der Produktfraktion
(Tabelle 33 und Abbildung 56).
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3.3.8 Enzymatische Umesterung von cis- und trans-6-Octadecensäuremethylester
Die enzymatische Umesterung eines synthetischen Gemisches von trans- und cis-6-Octa-
decensäuremethylester mit n-Butanol in n-Hexan wurde nachfolgend am Beispiel der Lipase
von Candida cylindracea und der Lipase A von Candida antarctica untersucht. Aufgrund
eines Pipettierfehlers kamen dabei jedoch nicht wie bisher 80:20-Gemische, sondern lediglich
70:30-Gemische von Petroselaidin- und Petroselinsäuremethylester zum Einsatz.
Die Ergebnisse sind in den Tabellen 34 und 35 zusammengefasst und in den Abbildungen 57
und 58 grafisch aufgetragen.
Die bevorzugte Umsetzung des trans-6-Octadecensäuremethylesters durch die Lipase von
Candida cylindracea und die immobilisierte Lipase A von Candida antarctica bei der enzy-
matischen Umesterung eines 70:30-Gemisches von Petroselaidin- und Petroselinsäuremethyl-
ester mit n-Butanol in n-Hexan führte zu einer sehr starken Anreicherung des trans-6-Fett-
säureesters in der Produktfraktion.
So konnte der Petroselaidinsäuremethylester mit Hilfe der Lipase von Candida cylindracea
innerhalb von 24 h von 70% in der Eduktfraktion auf 95% in der Produktfraktion angereichert
werden. Allerdings verlief die Reaktion bei einem Gesamtumsatz von gerade einmal 18% sehr
langsam. Noch langsamer, jedoch nahezu vollständig, verlief die Anreicherung bei Einsatz
der immobilisierten Lipase A von Candida antarctica. So betrug der Anteil des trans-6-Octa-
decensäureesters an der Produktfraktion bei einem Gesamtumsatz von nur 11% nach 24 h
immerhin 98%.
Versuch 34: Bedingungen: T = 30°C,  t = 24 h
Ansatz: 250 ml n-Hexan
Petroselinsäure-ME:   1,1 mg (0,0375 mmol)
Petroselaidinsäure-ME:   2,6 mg (0,0875 mmol)
Lipase: 20,0 mg
n-Butanol:   1,9 mg (0,0250 mmol)
Versuch 35: Bedingungen: T = 30°C,  t = 24 h
Ansatz: 250 ml n-Hexan
Petroselinsäure-ME:   1,1 mg (0,0375 mmol)
Petroselaidinsäure-ME:   2,6 mg (0,0875 mmol)
Lipase: 19,4 mg
n-Butanol:   1,9 mg (0,0250 mmol)
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Tabelle 34: Enzymatische Umesterung von Petroselaidin- und Petroselinsäuremethylester
(70:30-Gemisch) mit n-Butanol in n-Hexan
[Lipase von Candida cylindracea (Fluka): CCL (2)]
Versuch 34
Reaktionszeit (h) 2 4 6 24
Umsatz der Fettsäuremethylester a) (%)
Petroselinsäure-ME 0 1,0   1,6   3,2
Petroselaidinsäure-ME 4,2 8,4 11,8 25,0
Gesamt 2,9 6,2   8,9 18,4
Zusammensetzung der Eduktfraktion (Gew.-%)
Petroselinsäure-ME 32,3 31,1 31,6 35,8
Petroselaidinsäure-ME 67,7 68,9 68,4 64,2
Zusammensetzung der Produktfraktion (Gew.-%)
Petroselinsäure-BE 0   4,7   5,4   5,2
Petroselaidinsäure-BE 100 95,3 94,6 94,8
a) zu den jeweiligen Butylestern
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Abbildung 57: Zeit/Umsatz-Kurven der enzymatischen Umesterung von Petroselin- und
Petroselaidinsäuremethylester mit n-Butanol in n-Hexan (Versuch 34)
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Tabelle 35: Enzymatische Umesterung von Petroselaidin- und Petroselinsäuremethylester
(70:30-Gemisch) mit n-Butanol in n-Hexan
[Immobilisierte Lipase A von Candida antarctica: CL-5 (3)]
Versuch 35
Reaktionszeit (h) 2 4 6 24
Umsatz der Fettsäuremethylester a) (%)
Petroselinsäure-ME 0 0 0   0,8
Petroselaidinsäure-ME 1,6 3,1 5,3 16,2
Gesamt 1,1 2,2 3,7 11,3
Zusammensetzung der Eduktfraktion (Gew.-%)
Petroselinsäure-ME 30,4 30,9 31,8 35,8
Petroselaidinsäure-ME 69,6 69,1 68,2 64,2
Zusammensetzung der Produktfraktion (Gew.-%)
Petroselinsäure-BE 0 0 0   2,3
Petroselaidinsäure-BE 100 100 100 97,7
a) zu den jeweiligen Butylestern
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Abbildung 58: Zeit/Umsatz-Kurven der enzymatischen Umesterung von Petroselin- und
Petroselaidinsäuremethylester mit n-Butanol in n-Hexan (Versuch 35)
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3.3.9 Enzymatische Veresterung von cis- und trans-7-Octadecensäure
Die Selektivität von Lipasen gegenüber den kommerziell erhältlichen cis/trans-isomeren
7-Octadecensäuren wurde bestimmt, indem man die cis- bzw. die trans-7-Octadecensäure und
Myristinsäure mit n-Butanol in n-Hexan unter kompetitiven Bedingungen enzymatisch ver-
esterte (Abbildung 59). Neben der Lipase A (Chirazyme L-5) und der Lipase B von Candida
antarctica kamen die Lipasen von Candida cylindracea und Mucor miehei zum Einsatz.
+ C4H9OH
+ C4H9OHC13H27 COOH
Myristinsäure
[Lipase], n-Hexan
- H2O
+
C13H27 COOC4H9
D7
COOH COOC4H9
7c- bzw. 7t-18:1
C6H11C11H22 C6H11C11H22
Abbildung 59: Enzymatische Veresterung von Myristinsäure und cis- bzw. trans-7-Octa-
decensäure mit n-Butanol in n-Hexan
Die bei jenen Untersuchungen ermittelten Spezifitätskonstanten der ausgewählten Lipasen für
die cis- und die trans-7-Octadecensäure sind in Abbildung 60 angegeben.
Die Lipasen von Candida cylindracea und Mucor miehei, die sich bei den bisherigen Unter-
suchungen als cis-selektiv gegenüber Fettsäuren mit ungerader Doppelbindungsposition (D9,
D11) erwiesen hatten, bevorzugten bei der enzymatischen Veresterung von cis- bzw. trans-7-
Octadecensäure und Myristinsäure mit n-Butanol in n-Hexan erneut die cis-Fettsäure gegen-
über der trans-Fettsäure. Somit hatte die Verschiebung der Doppelbindung im Substratmole-
kül von der D9- bzw. D11-Position in die D7-Position keinen Einfluß auf die Präferenz der
Lipasen von Candida cylindracea und Mucor miehei für das cis-Isomer. Gleichwohl unter-
schieden sich die beiden cis-7-selektiven Biokatalysatoren im Hinblick auf das Maß ihrer
Substratselektivität– ähnlich wie im Falle der cis/trans-isomeren 6-Octadecensäuren – deut-
lich. Berechnete man das Verhältnis der Spezifitätskonstanten, so wurde ersichtlich, daß die
Lipase von Mucor miehei die cis-7-Octadecensäure ca. 5-6-mal schneller umsetzte als die ent-
sprechende trans-Fettsäure, während die Lipase von Candida cylindracea die cis-Fettsäure
lediglich doppelt so schnell umsetzte wie die trans-7-Octadecensäure.
Spezifitätskonstanten von 0,48 und 0,59 deuteten an, daß die Lipase B von Candida antarc-
tica die cis- bzw. die trans-7-Octadecensäure zwar als Substrat akzeptierte, daß sie aber wie
bei den bisherigen Untersuchungen mit Fettsäuren der D6-D13-Reihe erneut nicht in der Lage
war, zwischen den cis/trans-isomeren Octadecensäuren zu unterscheiden.
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Ihre Ausnahmestellung in der Reihe der untersuchten Biokatalysatoren bewies die Lipase A
von Candida antarctica einmal mehr bei der enzymatischen Veresterung der cis/trans-isome-
ren 7-Octadecensäuren mit n-Butanol in n-Hexan, indem sie erneut die trans-Fettsäure der
cis-Fettsäure als Substrat vorzog. Darüber hinaus erwies sich die immobilisierte Form der
Candida antarctica-Lipase A – Chirazyme L-5 (3) – gegenüber der nicht-immobilisierten
Form – Chirazmye L-5 (1) – als selektiver. Beiden Enzympräparaten gemein war allerdings
die vergleichsweise schlechte Akzeptanz der konfigurationsisomerern 7-Octadecensäuren,
angezeigt durch die relativ kleinen Spezifitätskonstanten sowohl für die cis-  als auch für die
trans-7-Octadecensäure.
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Abbildung 60: Spezifitätskonstanten der Lipasen für cis- bzw. trans-7-Octadecensäure
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3.3.10 Enzymatische Umesterung von cis- und trans-7-Octadecensäuremethylester
Mit Hilfe der enzymatischen Umesterung synthetischer 80:20-Gemische von trans- und cis-7-
Octadecensäuremethylester mit n-Butanol in n-Hexan wurde nachfolgend die Eignung sowohl
der Lipase von Candida cylindracea als  auch  der  immobilisierten  Lipase  A  von Candida
antarctica im Hinblick auf die Trennung der konfigurationsisomeren 7-Octadecensäureester
geprüft.
Die Ergebnisse sind in den Tabellen 36 und 37 zusammengefasst und in den Abbildungen 61
und 62 grafisch aufgetragen.
Die Lipase von Candida cylindracea setzte bei der Umesterung eines 80:20-Gemisches von
trans- und cis-7-Octadecensäuremethylester mit n-Butanol in n-Hexan bevorzugt den cis-Fett-
säureester um, so daß es bei einem Gesamtumsatz von 11% innerhalb von 24 h zu einer An-
reicherung des cis-7-Octadecensäureesters von 20% in der Eduktfraktion auf 34% in der Pro-
duktfraktion kam.
Demgegenüber katalysierte die immobilisierte Lipase A von Candida antarctica bei der Um-
esterung der konfigurationsisomeren 7-Octadecensäuremethylester mit n-Butanol in n-Hexan
selektiv die Umsetzung des trans-7-Fettsäureesters. Infolgedessen wurde der trans-7-Octa-
decensäureester bei einem Gesamtumsatz von 12% innerhalb von 24h von 80% in der Edukt-
fraktion auf 94% in der Produktfraktion angereichert.
Unglücklicherweise verlief die enzymatische Umesterung der cis/trans-isomeren Octadecen-
säuremethylester mit n-Butanol in n-Hexan sowohl unter der Katalyse der Candida cylindra-
cea-Lipase als auch unter der Katalyse von Chirazyme L-5 sehr langsam.
Versuch 36: Bedingungen: T = 30°C,  t = 24 h
Ansatz: 250 ml n-Hexan
cis-7-Octadecensäure-ME:   0,7 mg (0,0025 mmol)
trans-7-Octadecensäure-ME:   3,0 mg (0,0100 mmol)
Lipase: 19,5 mg
n-Butanol:   1,9 mg (0,0250 mmol)
Versuch 37: Bedingungen: T = 30°C,  t = 24 h
Ansatz: 250 ml n-Hexan
cis-7-Octadecensäure-ME:   0,7 mg (0,0025 mmol)
trans-7-Octadecensäure-ME:   3,0 mg (0,0100 mmol)
Lipase: 19,6 mg
n-Butanol:   1,9 mg (0,0250 mmol)
Eigene Versuche
109
Tabelle 36: Enzymatische Umesterung von trans- und cis-7-Octadecensäuremethylester
(80:20-Gemisch) mit n-Butanol in n-Hexan
[Lipase von Candida cylindracea (Fluka): CCL (2)]
Versuch 36
Reaktionszeit (h) 2 4 6 24
Umsatz der Fettsäuremethylester a) (%)
7c-18:1-ME 4,4 7,3 9,7 22,1
7t-18:1-ME 1,2 1,8 2,7   8,7
Gesamt 1,7 2,7 3,8 11,0
Zusammensetzung der Eduktfraktion (Gew.-%)
7c-18:1-ME 15,5 16,0 15,6 14,8
7t-18:1-ME 84,5 84,0 84,4 85,2
Zusammensetzung der Produktfraktion (Gew.-%)
7c-18:1-BE 41,2 44,6 42,1 34,0
7t-18:1-BE 58,8 55,4 57,9 66,0
a) zu den jeweiligen Butylestern
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Abbildung 61: Zeit/Umsatz-Kurven der enzymatischen Umesterung von cis- und trans-7-
Octadecensäuremethylester mit n-Butanol in n-Hexan (Versuch 36)
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Tabelle 37: Enzymatische Umesterung von trans- und cis-7-Octadecensäuremethylester
(80:20-Gemisch) mit n-Butanol in n-Hexan
[Immobilisierte Lipase A von Candida antarctica: CL-5 (3)]
Versuch 37
Reaktionszeit (h) 2 4 6 24
Umsatz der Fettsäuremethylester a) (%)
7c-18:1-ME 0 1,2 1,6   4,3
7t-18:1-ME 1,4 2,8 4,4 14,3
Gesamt 1,2 2,5 3,9 12,4
Zusammensetzung der Eduktfraktion (Gew.-%)
7c-18:1-ME 17,1 17,8 17,1 20,5
7t-18:1-ME 82,9 82,2 82,9 79,5
Zusammensetzung der Produktfraktion (Gew.-%)
7c-18:1-BE 0   8,6   6,7   6,4
7t-18:1-BE 100 91,4 93,3 93,6
a) zu den jeweiligen Butylestern
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Abbildung 62: Zeit/Umsatz-Kurven der enzymatischen Umesterung von cis- und trans-7-
Octadecensäuremethylester mit n-Butanol in n-Hexan (Versuch 37)
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3.3.11 Enzymatische Umesterung von cis- und trans-8-Octadecensäuremethylester
Die cis-8-Octadecensäure ist eine in der Natur sehr selten vorkommende C18:1-Fettsäure.
Kommerziell ist sie ebenso wenig wie die trans-8-Octadecensäure erhältlich. Die Bereitstel-
lung der cis/trans-isomeren 8-Octadecensäuren in Form ihrer Methylester gelang jedoch via
Olefin-Metathese von 8-Nonensäuremethylester mit 10-Eicosen entsprechend dem in der Ab-
bildung 63 dargestellten Synthesekonzept.
Metathese von 8-Nonensäuremethylester mit 10-Eicosen
Homometathese von 1-Undecen
[Kat.]     -  Ethen
trans/cis (80/20) O
OCH3
[Kat.]
- 1-Undecen
+
OCH3
O
+
Abbildung 63: Konzept zur Synthese von cis/trans-8-Octadecensäuremethylester
Das Syntheseprinzip entsprach dabei exakt dem Konzept zur Synthese von cis/trans-10-Octa-
decensäuremethylester: Die Lage der Doppelbindung (hier: D8) wurde durch den Fettsäure-
ester (hier: 8-Nonensäuremethylester), die Kettenlänge (hier: C18) durch das Olefin (hier: 10-
Eicosen) vorgegeben. Im Unterschied zur Synthese von cis/trans-10-Octadecensäuremethyl-
ester ließ sich der zur Herstellung des cis/trans-8-Octadecensäuremethylesters benötigte
w-ungesättigte Fettsäureester jedoch nicht auf der Basis oleochemischer Rohstoffe gewinnen.
Vielmehr gelang die Synthese von 8-Nonensäuremethylester auf Basis der petrochemischen
Verbindung 7-Octenol durch Kettenverlängerung zur 8-Nonensäure entsprechend dem in der
Abbildung 64 dargestellten Konzept.
CH2OH( )4 CH2Br( )4
CH2MgBr( )4COOH( )5
PPh3, Br2
CH2Cl2
1.) CO2
2.) H3O
+
Et2OMg
Abbildung 64: Konzept zur Synthese von 8-Nonensäure
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Nach einer Isomerentrennung des thermodynamischen Gleichgewichtsgemisches (trans/cis =
80:20) mit Hilfe der Silberionen-HPLC wurde die Selektivität der Lipasen A und B von Can-
dida antarctica sowie der Lipasen von Candida cylindracea und Mucor miehei gegenüber den
konfigurationsisomeren 8-Octadecensäuremethylestern bestimmt, indem man diese nachein-
ander – jeweils gemeinsam mit Myristinsäuremethylester – mit n-Butanol in n-Hexan unter
kompetitiven Bedingungen enzymatisch umesterte (Abbildung 65).
+ C4H9OH
+ C4H9OHC13H27 COOCH3
Myristinsäure-ME
[Lipase], n-Hexan
- CH3OH
+
C13H27 COOC4H9
8c- bzw. 8t-18:1-ME
D8
COOC4H9COOCH3C7H13C10H20 C7H13C10H20
Abbildung 65: Enzymatische Umesterung von Myristinsäuremethylester und cis- bzw.
trans-8-Octadecensäuremethylester mit n-Butanol in n-Hexan
Die Ergebnisse, d.h. die Spezifitätskonstanten der ausgewählten Lipasen für cis- und trans-8-
Octadecensäuremethylester sind in Abbildung 66 angegeben.
Bei der enzymatischen Umesterung der cis/trans-isomeren 8-Octadecensäuremethylester mit
n-Butanol in n-Hexan erwiesen sich die Lipase A von Candida antarctica, insbesondere je-
doch die Lipasen von Candida cylindracea und Mucor miehei als hochselektiv gegenüber
dem trans-8-Octadecensäureester, indem sie einerseits den cis-8-Octadecensäuremethylester
nahezu vollständig diskriminierten und andererseits den trans-8-Octadecensäuremethylester
mit einer außerordentlich hohen Präferenz als Substrat akzeptierten. Während die Lipase von
Candida cylindracea den trans-8-Octadecensäuremethylester ebenso schnell umsetzte wie
den Myristinsäureester, resultierend in einer Spezifitätskonstanten von 1,00 ,  katalysierte die
Lipase von Mucor miehei die Umesterung jenes trans-Fettsäureesters mit n-Butanol beinahe
doppelt so schnell wie die entsprechende Reaktion des Referenzsubstrates. Das Maß der Sub-
stratselektivität, berechnet aus dem Verhältnis der Spezifitätskonstanten für die beiden kon-
figurationsisomeren 8-Octadecensäuremethylester, betrug für die Lipase von Candida cylin-
dracea 16,7 und für die Mucor miehei-Lipase sogar 30. Diese Ergebnisse bestätigten somit
sehr eindrucksvoll die bereits beobachtete Abhängigkeit der Substratselektivität der Lipasen
von Candida cylindracea und Mucor miehei von der Position der C=C-Doppelbindung im
Substratmolekül: cis-Selektivität gegenüber Monoenfettsäuren mit ungerader Position der
Doppelbindung (D7, D9, D11), trans-Selektivität gegenüber einfach ungesättigten Fettsäuren
mit gerader Position der Doppelbindung (D6, D8, D10).
Eigene Versuche
113
Die immobilisierte Lipase A von Candida antarctica katalysierte die Umesterung des trans-8-
Octadecensäureesters mit n-Butanol 13-mal schneller als die entsprechende Reaktion des cis-
Fettsäureesters und erwies sich folglich bei sämtlichen Untersuchungen mit Octadecensäuren
und Octadecensäureestern der D6-D11-Reihe als trans-selektiv.
Spezifitätskonstanten von 0,28 und 0,47 für den cis- bzw. den trans-8-Octadecensäuremethyl-
ester deuteten einerseits zwar an, daß die Lipase B von Candida antarctica (Chirazyme L-2)
kaum in der Lage war, zwischen den konfigurationsisomeren Fettsäuremethylestern zu unter-
scheiden. Andererseits waren die Ergebnisse aber auch ein Indiz dafür, daß jenes Enzym
neben dem trans-8-Octadecensäuremethylester auch den cis-8-Octadecenmethylester als
Substrat akzeptierte und insofern nicht – wie in der Literatur für die meisten anderen Lipasen
beschrieben – ungesättigte Fettsäuren mit einer (ersten) cis-Doppelbindung in der D8-Position
diskriminierte.
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Abbildung 66: Spezifitätskonstanten der Lipasen für cis- bzw. trans-8-Octadecensäure-
methylester
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Eine Zusammenfassung der bisherigen Untersuchungsergebnisse zur Selektivität von aus-
gewählten Lipasen gegenüber cis/trans- und positionsisomeren Octadecensäuren und Octa-
decensäureestern in enzymkatalysierten Reaktionen zeigt Tabelle 38.
Tabelle 38: Selektivität ausgewählter Lipasen gegenüber cis/trans- und positionsisomeren
Octadecensäuren und Octadecensäureestern in enzymkatalysierten Reaktionen
(Zusammenfassung – Teil 3)
 Lipase von Edukte (cis/trans) Reaktion Substratselektivität
Candida cylindracea  6-18:1 Veresterung trans-6-selektiv
Candida antarctica A  6-18:1 Veresterung trans-6-selektiv
Candida cylindracea  6-18:1-ME Umesterung trans-6-selektiv
Candida antarctica A  6-18:1-ME Umesterung trans-6-selektiv
Candida cylindracea  7-18:1 Veresterung cis-7-selektiv
Candida antarctica A  7-18:1 Veresterung trans-7-selektiv
Candida cylindracea  7-18:1-ME Umesterung cis-7-selektiv
Candida antarctica A  7-18:1-ME Umesterung trans-7-selektiv
Candida cylindracea  8-18:1-ME Umesterung trans-8-selektiv
Candida antarctica A  8-18:1-ME Umesterung trans-8-selektiv
Candida cylindracea  9-18:1 Veresterung cis-9-selektiv
Candida antarctica A  9-18:1 Veresterung trans-9-selektiv
Candida cylindracea  9-18:1-ME Umesterung cis-9-selektiv
Candida antarctica A  9-18:1-ME Umesterung trans-9-selektiv
Candida cylindracea  10-18:1-ME Umesterung trans-10-selektiv
Candida antarctica A  10-18:1-ME Umesterung trans-10-selektiv
Candida cylindracea  11-18:1 Veresterung cis-11-selektiv
Candida antarctica A  11-18:1 Veresterung trans-11-selektiv
Candida cylindracea  11-18:1-ME Umesterung cis-11-selektiv
Candida antarctica A  11-18:1-ME Umesterung trans-11-selektiv
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3.3.12 Enzymatische Veresterung von cis- und trans-12-Octadecensäure
Die cis- und die trans-12-Octadecensäure sind zwei in der Natur nicht vorkommende, jedoch
kommerziell erhältliche Monoenfettsäuren. Die Selektivität von Lipasen gegenüber jenen
cis/trans-isomeren Fettsäuren wurde bestimmt, indem man die cis- und die trans-12-Octa-
decensäure nacheinander, jeweils gemeinsam mit Myristinsäure, mit n-Butanol in n-Hexan
unter kompetitiven Bedingungen enzymatisch veresterte (Abbildung 67). Neben der Lipase A
(Chirazyme L-5) und der Lipase B von Candida antarctica kamen die Lipasen von Candida
cylindracea und Mucor miehei zum Einsatz.
+ C4H9OH
D12
12c- bzw. 12t-18:1
+ C4H9OHC13H27 COOH
Myristinsäure
[Lipase], n-Hexan
- H2O
+
C13H27 COOC4H9
COOH COOC4H9C11H21C6H12 C11H21C6H12
Abbildung 67: Enzymatische Veresterung von Myristinsäure und cis- bzw. trans-12-Octa-
decensäure mit n-Butanol in n-Hexan
Die Spezifitätskonstanten der ausgewählten Lipasen für die cis/trans-isomeren 12-Octadecen-
säuren sind in Abbildung 68 angegeben.
Bei der Veresterung von cis- und trans-12-Octadecensäure mit n-Butanol in n-Hexan erwie-
sen sich die Lipasen von Candida cylindracea und Mucor miehei – im Gegensatz zu den bis-
herigen Untersuchungen mit Octadecensäuren der D6-D11-Reihe – als nahezu unselektiv
gegenüber den konfigurationsisomeren Monoenfettsäuren. Das Maß der Substratselektivität,
berechnet aus dem Verhältis der Spezifitätskonstanten für die cis- und die trans-12-Octa-
decensäure, betrug für die Lipase von Candida cylindracea 1,1 und für die Lipase von Mucor
miehei 0,9. Bemerkenswerterweise besaß die Lipase von Candida cylindracea, die sich bisher
durch ihre trans-Selektivität gegenüber einfach ungesättigten Fettsäuren und Fettsäureestern
mit gerader Position der Doppelbindung (D6, D8, D10) ausgezeichnet hatte, eine – wenn auch
nur geringfügig – größere Spezifitätskonstante für die cis-12-Octadecensäure (1/a = 0,56) als
für die trans-12-Octadecensäure (1/a = 0,50). Im Gegensatz dazu fiel bei der Lipase von
Mucor miehei die Spezifitätskonstante für die trans-12-Octadecensäure (1/a = 0,59) größer
aus als jene für die cis-12-Octadecensäure (1/a = 0,55) – abgesehen von dem sehr geringen
Maß ihrer Substratselektivität eine Beobachtung, die man für die Lipase von Mucor miehei
schon zuvor bei den Veresterungen und Umesterungen von Octadecensäuren bzw. Octadecen-
säureestern mit der Doppelbindung in der D6-, D8- und D10-Position gemacht hatte.
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Mit Spezifitätskonstanten von 0,90 und 0,72 für die cis- bzw. die trans-12-Octadecensäure
und einem daraus resultierenden Maß für die Substratselektivität von 1,3 zeigte die Lipase B
von Candida antarctica – Candida antarctica (2) – einerseits eine vergleichsweise hohe
Akzeptanz sowohl für die cis-  als  auch  für  die trans-Fettsäure, andererseits erwies sie sich
jedoch als unselektiv gegenüber den konfigurationsisomeren 12-Octadecensäuren.
Eine Sonderstellung in der Reihe der eingesetzten Biokatalysatoren nahm einmal mehr die
Lipase A von Candida antarctica – Chirazyme L-5 – ein. Während sie die cis-12-Octadecen-
säure bei der Veresterung mit n-Butanol in n-Hexan stark diskriminierte, akzeptierte sie die
trans-12-Octadecensäure mit einer außerordentlich hohen Präferenz als Substrat, wobei ihre
Selektivität für das trans-Isomer stark davon abhing, in welcher Form die Lipase A von Can-
dida antarctica vorlag. So setzte die lyophilisierte Form – Chirazyme L-5 (1) – die trans-12-
Octadecensäure nahezu gleich schnell um wie die Myristinsäure (1/a =  1,06),  während  die
immobilisierte Form – Chirazyme L-5 (3) – die Veresterung der trans-12-Octadecensäure mit
n-Butanol in n-Hexan beinahe doppelt so schnell katalysierte wie die entsprechende Reaktion
des Referenzsubstrates (1/a = 1,70) – und ca. 11-mal schneller als die Veresterung der cis-12-
Octadecensäure mit n-Butanol.
0,59
1,70
1,06
0,50
0,72
0,55
0,15
0,14
0,56
0,90
0 1 2
Mucor miehei
Chirazyme L-5 (3)
Chirazyme L-5 (1)
Cand. cylindracea (2)
Cand. antarctica (2)
Spezifitätskonstante [1/a]
cis -12-Octadecensäure
trans -12-Octadecensäure
Abbildung 68: Spezifitätskonstanten der Lipasen für cis- bzw. trans-12-Octadecensäure
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3.3.13 Enzymatische Umesterung von cis- und trans-12-Octadecensäuremethylester
Die Eignung der Lipase von Candida cylindracea und der immobilisierten Lipase A von
Candida antarctica im Hinblick auf die Trennung der konfigurationsisomeren 12-Octadecen-
säureester wurde mit Hilfe der enzymatischen Umesterung synthetischer 80:20-Gemische von
trans- und cis-12-Octadecensäuremethylester mit n-Butanol in n-Hexan geprüft.
Die Ergebnisse sind in den Tabellen 39 und 40 zusammengefasst und in den Abbildungen 69
und 70 grafisch aufgetragen.
Die Lipase von Candida cylindracea katalysierte die Umesterung eines 80:20-Gemisches von
trans- und cis-12-Octadecensäuremethylester mit n-Butanol in n-Hexan sehr unselektiv, in-
dem sie den cis-Fettsäureester nur geringfügig schneller umsetzte als den trans-Fettsäureester.
Zur Trennung der konfigurationsisomeren 12-Octadecensäureester war sie folglich ungeeignet
– ein insofern bemerkenswertes Ergebnis, als daß sich die Lipase von Candida cylindracea
bisher stets durch ihre cis-Selektivität (D7, D9, D11) oder trans-Selektivität (D6, D8, D10)
ausgezeichnet hatte.
Die immobilisierte Lipase A von Candida antarctica katalysierte bei der Umesterung der
konfigurationsisomeren 12-Octadecensäuremethylester mit n-Butanol in n-Hexan sehr selek-
tiv die Umsetzung des trans-12-Fettsäureesters. Infolgedessen wurde der trans-12-Octadecen-
säureester bei einem Gesamtumsatz von 49% innerhalb von 2 h von 80% in der Eduktfraktion
auf 97% in der Produktfraktion angereichert. Nach 4 h und einem Gesamtumsatz von 63%
betrug der Anteil des trans-Fettsäureesters an der Produktfraktion noch immer 96%, während
der cis-12-Octadecensäureester in der Eduktfraktion im gleichen Zeitraum von ursprünglich
20% auf 41% angereichert werden konnte.
Versuch 39: Bedingungen: T = 30°C,  t = 24 h
Ansatz: 250 ml n-Hexan
cis-12-Octadecensäure-ME:   0,7 mg (0,0025 mmol)
trans-12-Octadecensäure-ME:   3,0 mg (0,0100 mmol)
Lipase: 20,9 mg
n-Butanol:   1,9 mg (0,0250 mmol)
Versuch 40: Bedingungen: T = 30°C,  t = 24 h
Ansatz: 250 ml n-Hexan
cis-12-Octadecensäure-ME:   0,7 mg (0,0025 mmol)
trans-12-Octadecensäure-ME:   3,0 mg (0,0100 mmol)
Lipase: 20,1 mg
n-Butanol:   1,9 mg (0,0250 mmol)
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Tabelle 39: Enzymatische Umesterung von trans- und cis-12-Octadecensäuremethylester
(80:20-Gemisch) mit n-Butanol in n-Hexan
[Lipase von Candida cylindracea (Fluka): CCL (2)]
Versuch 39
Reaktionszeit (h) 2 4 6 24
Umsatz der Fettsäuremethylester a) (%)
12c-18:1-ME 8,7 15,6 28,7 46,4
12t-18:1-ME 6,7 12,5 21,0 41,0
Gesamt 7,1 13,0 22,2 41,9
Zusammensetzung der Eduktfraktion (Gew.-%)
12c-18:1-ME 16,9 16,8 14,2 15,4
12t-18:1-ME 83,1 83,2 85,8 84,6
Zusammensetzung der Produktfraktion (Gew.-%)
12c-18:1-BE 21,2 20,7 20,1 18,5
12t-18:1-BE 78,8 79,3 79,9 81,5
a) zu den jeweiligen Butylestern
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Abbildung 69: Zeit/Umsatz-Kurven der enzymatischen Umesterung von cis- und trans-
12-Octadecensäuremethylester mit n-Butanol in n-Hexan (Versuch 39)
Eigene Versuche
119
Tabelle 40: Enzymatische Umesterung von trans- und cis-12-Octadecensäuremethylester
(80:20-Gemisch) mit n-Butanol in n-Hexan
[Immobilisierte Lipase A von Candida antarctica: CL-5 (3)]
Versuch 40
Reaktionszeit (h) 1 2 4 6 24
Umsatz der Fettsäuremethylester a) (%)
12c-18:1-ME   3,9   7,0 14,6 22,6 57,7
12t-18:1-ME 41,6 57,8 73,4 77,0 72,1
Gesamt 35,0 48,6 62,9 67,2 69,5
Zusammensetzung der Eduktfraktion (Gew.-%)
12c-18:1-ME 25,8 32,7 41,0 42,4 24,9
12t-18:1-ME 74,2 67,3 59,0 57,6 75,1
Zusammensetzung der Produktfraktion (Gew.-%)
12c-18:1-BE   2,0   2,6   4,1   6,0 14,9
12t-18:1-BE 98,0 97,4 95,9 94,0 85,1
a) zu den jeweiligen Butylestern
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Abbildung 70: Zeit/Umsatz-Kurven der enzymatischen Umesterung von cis- und trans-
12-Octadecensäuremethylester mit n-Butanol in n-Hexan (Versuch 40)
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3.3.14 Enzymatische Umesterung von cis- und trans-13-Octadecensäuremethylester
Die Bereitstellung der cis/trans-isomeren 13-Octadecensäuren in Form ihrer Methylester war
via Olefin-Metathese von 13-Tetradecensäuremethylester mit 5-Decen entsprechend dem in
der Abbildung 71 dargestellten Synthesekonzept möglich.
O
OCH3
+
[Kat.]
- 1-Hexen
O
OCH3
trans/cis (80/20)
Metathese von 13-Tetradecensäuremethylester mit 5-Decen
+
Homometathese von 1-Hexen
[Kat.]     -  Ethen
Metathese von Erucasäuremethylester mit Ethen
O
OCH3
+
cis
[Kat.]     -  1-Decen
Abbildung 71: Konzept zur Synthese von cis/trans-13-Octadecensäuremethylester
Das Syntheseprinzip entsprach den bekannten Konzepten zur Synthese von cis/trans-8- und
cis/trans-10-Octadecensäuremethylester. Die Lage der Doppelbindung (hier: D13) wurde
durch den Fettsäureester (hier: 13-Tetradecensäuremethylester), die Kettenlänge (hier:  C18)
durch das Olefin (hier: 5-Decen) vorgegeben. Der zur Herstellung des cis/trans-13-Octa-
decensäuremethylesters benötigte w-ungesättigte Fettsäureester ließ sich auf der Basis der
Erucasäure (cis-13-Docosensäure) – eine mit einem Anteil von 50% im Fettsäurespektrum des
erucasäurereichen Rapsöls vorkommende natürliche Monoenfettsäure – via Metathese mit
Ethen („Ethenolyse“) gewinnen.
Die Synthese von cis/trans-13-Octadecensäuremethylester ist in der Vergangenheit bereits
erfolgreich im Arbeitskreis durchgeführt worden [190]. Allerdings lagen der cis- und der
trans-13-Octadecensäureester nicht isoliert, sondern nur als thermodynamisches Gleich-
gewichtsgemisch (trans/cis = 80:20) vor, so daß im Hinblick auf weitere Untersuchungen
vorab eine Isomerentrennung mit Hilfe der Silberionen-HPLC vorgenommen wurde.
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Anschließend wurde die Selektivität der Lipase A von Candida antarctica und der Lipase von
Candida cylindracea gegenüber den konfigurationsisomeren 13-Octadecensäuremethylestern
bestimmt, indem man diese nacheinander – und jeweils gemeinsam mit Myristinsäuremethyl-
ester als Referenzsubstrat – mit n-Butanol in n-Hexan unter kompetitiven Bedingungen enzy-
matisch umesterte (Abbildung 72).
+ C4H9OH
+ C4H9OHC13H27 COOCH3
Myristinsäure-ME
[Lipase], n-Hexan
- CH3OH
+
C13H27 COOC4H9
13c- bzw. 13t-18:1-ME
D13
COOC4H9COOCH3C12H23C5H10 C12H23C5H10
Abbildung 72: Enzymatische Umesterung von Myristinsäuremethylester und cis- bzw.
trans-13-Octadecensäuremethylester mit n-Butanol in n-Hexan
Die Spezifitätskonstanten der Lipasen für cis- und trans-13-Octadecensäuremethylester sind
nachfolgend in der Abbildung 73 angegeben.
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Chirazyme L-5 (3)
Cand. cylindracea (2)
Spezifitätskonstante [1/a]
cis -13-Octadecensäure-ME
trans -13-Octadecensäure-ME
Abbildung 73: Spezifitätskonstanten der Lipasen für cis- bzw. trans-13-Octadecensäure-
methylester
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Die Lipase von Candida cylindracea, die in enzymkatalysierten Reaktionen von konfigura-
tionsisomeren Octadecensäuren und Octadecensäureestern mit ungerader Position der C=C-
Doppelbindung (D7, D9, D11) bislang stets das cis-Isomer als Substrat bevorzugt hatte, zeigte
bei der enzymatischen Umesterung von cis- bzw. trans-13-Octadecensäuremethylester mit
n-Butanol in n-Hexan eine Präferenz für den trans-Fettsäureester (1/a = 0,96) und nicht – wie
erwartet – für den cis-Fettsäureester (1/a = 0,64).
Führte die Bestimmung der Selektivität gegenüber den cis/trans-isomeren 13-Octadecen-
säuremethylestern für die Candida cylindracea-Lipase bereits zu einem unerwarteten Ergeb-
nis,  so  verlief  sie  im  Fall  der  Lipase  A  von Candida antarctica – Chirazyme L-5 – absolut
überraschend. Denn die immobilisierte Candida antarctica-Lipase A, die in enzymkataly-
sierten Reaktionen von cis/trans-isomeren Octadecensäuren und Octadecensäureestern der
D6-D12-Reihe stets das trans-Isomer als Substrat bevorzugt hatte, wies bei der enzymatischen
Umesterung der konfigurationsisomeren 13-Octadecensäuremethylester mit n-Butanol in
n-Hexan eine deutlich größere Spezifitätskonstante für den cis-Fettsäureester (1/a = 0,64) als
für den trans-Fettsäureester (1/a = 0,08) auf und zeigte somit eine außergewöhnlich hohe
Präferenz für den cis-13-Octadecensäuremethylester gegenüber dem trans-13-Octadecen-
säuremethylester.
Um einerseits die unerwarteten Selektivitäten der Lipase von Candida cylindracea und der
Lipase A von Candida antarctica gegenüber cis- und trans-13-Octadecensäuremethylester zu
verifizieren und andererseits die Eignung jener Lipasen im Hinblick auf die Trennung der
konfigurationsisomeren 13-Octadecensäureester zu prüfen, wurde anschließend das bei der
Synthese via Olefin-Metathese entstandene thermodynamische Gleichgewichtsgemisch von
trans- und cis-13-Octadecensäuremethylester (trans/cis = 80:20) mit n-Butanol in n-Hexan
enzymatisch umgeestert.
Die Ergebnisse sind in den Tabellen 41 und 42 zusammengefasst und in den Abbildungen 74
und 75 grafisch aufgetragen.
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Tabelle 41: Enzymatische Umesterung von trans- und cis-13-Octadecensäuremethylester
(80:20-Gemisch) mit n-Butanol in n-Hexan
[Lipase von Candida cylindracea (Fluka): CCL (2)]
Versuch 41
Reaktionszeit (h) 2 4 6 24
Umsatz der Fettsäuremethylester a) (%)
13c-18:1-ME 12,2 19,1 31,0 54,6
13t-18:1-ME 18,6 28,2 42,9 66,7
Gesamt 17,7 27,0 41,2 65,1
Zusammensetzung der Eduktfraktion (Gew.-%)
13c-18:1-ME 14,6 15,0 16,7 17,4
13t-18:1-ME 85,4 85,0 83,3 82,6
Zusammensetzung der Produktfraktion (Gew.-%)
13c-18:1-BE   9,4   9,5 10,6 11,2
13t-18:1-BE 90,6 90,5 89,4 88,8
a) zu den jeweiligen Butylestern
0
20
40
60
80
100
0 4 8 12 16 20 24
Reaktionszeit (h)
U
m
sa
tz
 (%
)
cis-13-Octadecensäure-ME
trans-13-Octadecensäure-ME
Abbildung 74: Zeit/Umsatz-Kurven der enzymatischen Umesterung von cis- und trans-
13-Octadecensäuremethylester mit n-Butanol in n-Hexan (Versuch 41)
Eigene Versuche
124
Tabelle 42: Enzymatische Umesterung von trans- und cis-13-Octadecensäuremethylester
(80:20-Gemisch) mit n-Butanol in n-Hexan
[Immobilisierte Lipase A von Candida antarctica: CL-5 (3)]
Versuch 42
Reaktionszeit (h) 2 4 6 24
Umsatz der Fettsäuremethylester a) (%)
13c-18:1-ME 36,6 55,4 73,3 80,0
13t-18:1-ME   6,0 10,8 17,4 49,5
Gesamt 10,2 16,7 25,2 53,5
Zusammensetzung der Eduktfraktion (Gew.-%)
13c-18:1-ME   9,6   7,1   5,0   5,7
13t-18:1-ME 90,4 92,9 95,0 94,3
Zusammensetzung der Produktfraktion (Gew.-%)
13c-18:1-BE 48,9 44,1 40,5 19,8
13t-18:1-BE 51,1 55,9 59,5 80,2
a) zu den jeweiligen Butylestern
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Abbildung 75: Zeit/Umsatz-Kurven der enzymatischen Umesterung von cis- und trans-
13-Octadecensäuremethylester mit n-Butanol in n-Hexan (Versuch 42)
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Versuch 41: Bedingungen: T = 30°C,  t = 24 h
Ansatz: 250 ml n-Hexan
D13-Octadecensäure-ME:   3,7 mg (0,0125 mmol)
Lipase: 21,5 mg
n-Butanol:   1,9 mg (0,0250 mmol)
Versuch 42: Bedingungen: T = 30°C,  t = 24 h
Ansatz: 250 ml n-Hexan
D13-Octadecensäure-ME:   3,7 mg (0,0125 mmol)
Lipase: 21,6 mg
n-Butanol:   1,9 mg (0,0250 mmol)
Bei der enzymatischen Umesterung eines thermodynamischen Gleichgewichtsgemisches von
trans- und cis-13-Octadecensäuremethylester (trans/cis = 80:20) mit n-Butanol in n-Hexan
setzte die Lipase von Candida cylindracea den trans-Fettsäureester innerhalb von 6 h ca.
1,5-mal schneller um als den cis-Fettsäureester – entsprechend dem Maß der Substratselek-
tivität, berechnet aus den Spezifitätskonstanten der Candida cylindracea-Lipase für trans- und
cis-13-Octadecensäuremethylester (0,96 bzw. 0,64). Bei einem Gesamtumsatz von 41% nach
6 h konnte eine Anreicherung des trans-13-Octadecensäureesters von 80% in der Eduktfrak-
tion auf 89% in der Produktfraktion realisiert werden.
Die (immobilisierte) Lipase A von Candida antarctica – Chirazyme L-5 – katalysierte bei der
Umesterung der cis/trans-isomeren 13-Octadecensäuremethylester mit n-Butanol in n-Hexan
sehr selektiv die Umsetzung des cis-13-Fettsäureesters. Nach 6 h betrug der Umsatz des cis-
13-Octadecensäuremethylesters bereits 73%, der Umsatz des trans-13-Octadecensäuremethyl-
esters hingegen erst 17%. Infolgedessen wurde der trans-13-Fettsäurester in der Eduktfraktion
innerhalb von 6 h von 80% auf 95% angereichert, während der cis-13-Fettsäureester im
gleichen Zeitraum von 20% in der Eduktfraktion auf immerhin 41% in der Produktfraktion
angereichert werden konnte.
Am Beispiel der enzymatischen Umesterung eines thermodynamischen Gleichgewichts-
gemisches der cis/trans-isomeren 13-Octadecensäuremethylester mit n-Butanol in n-Hexan
wurde einerseits der Nachweis für die trans-13-Selektivität der Candida cylindracea-Lipase
und für die cis-13-Selektivität der Candida antarctica-Lipase A erbracht und andererseits
gezeigt, daß jene Biokatalysatoren zur Fraktionierung eben solcher Gemische geeignet sind.
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3.3.15 Zusammenfassung
Eine Zusammenfassung der Untersuchungsergebnisse zur Selektivität von ausgewählten
Lipasen gegenüber cis/trans- und positionsisomeren Octadecensäuren und Octadecensäure-
estern in enzymkatalysierten Reaktionen zeigt Tabelle 43.
Zudem sind die Spezifitätskonstanten der Lipase von Candida cylindracea – CCL (2) – und
der immobilisierten Lipase A von Candida antarctica – CL-5 (3) - für cis/trans-isomere Octa-
decensäuren und Octadecensäureester der D6-D13-Reihe in den Abbildungen 76 bzw. 77 zu-
sammengestellt.
In den Abbildungen 78 und 79 schließlich ist für die Candida cylindracea-Lipase  bzw.  die
Candida antarctica-Lipase A das Maß ihrer Substratselektivität, berechnet aus dem Verhält-
nis ihrer Spezifitätskonstanten für die jeweilige cis- und trans-Octadecensäure, in Abhängig-
keit von der Position der C=C-Doppelbindung dargestellt.
Während die immobilisierte Lipase A von Candida antarctica bei  der  enzymatischen  Ver-
esterung und Umesterung von konfigurationsisomeren Octadecensäuren bzw. Octadecen-
säureestern stets das trans-Isomer als Substrat präferierte – Ausnahme: 13-Octadecensäure-
methylester – (Abbildung 79), bevorzugte die Candida cylindracea-Lipase abwechselnd, je
nach Lage der C=C-Doppelbindung, entweder die trans-Octadecensäure bzw. den trans-Octa-
decensäureester (geradzahlige Doppelbindungsposition: D6, D8, D10) oder die cis-Octadecen-
säure (ungeradzahlige Doppelbindungsposition: D7, D9, D11; Abbildung 78). Darüber hinaus
nahm mit der sukzessiven Verschiebung der Doppelbindung innerhalb der Kohlenstoffkette in
Richtung Kettenende das Vermögen der Lipase von Candida cylindracea ab, zwischen den
cis/trans-isomeren Octadecensäuren und Octadecensäureestern zu differenzieren. Fiel die
Bevorzugung der cis-Fettsäure bei der enzymatischen Veresterung der konfigurationsisome-
ren 11-Octadecensäuren bereits relativ gering aus, so erwies sich die Lipase von Candida
cylindracea im Falle der cis/trans-isomeren 12-Octadecensäuren gar als unselektiv.
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Tabelle 43: Selektivität ausgewählter Lipasen gegenüber cis/trans- und positionsisomeren
Octadecensäuren und Octadecensäureestern in enzymkatalysierten Reaktionen
(Zusammenfassung – Teil 4)
 Lipase von Edukte (cis/trans) Reaktion Substratselektivität
Candida cylindracea  6-18:1 Veresterung trans-6-selektiv
Candida antarctica A  6-18:1 Veresterung trans-6-selektiv
Candida cylindracea  6-18:1-ME Umesterung trans-6-selektiv
Candida antarctica A  6-18:1-ME Umesterung trans-6-selektiv
Candida cylindracea  7-18:1 Veresterung cis-7-selektiv
Candida antarctica A  7-18:1 Veresterung trans-7-selektiv
Candida cylindracea  7-18:1-ME Umesterung cis-7-selektiv
Candida antarctica A  7-18:1-ME Umesterung trans-7-selektiv
Candida cylindracea  8-18:1-ME Umesterung trans-8-selektiv
Candida antarctica A  8-18:1-ME Umesterung trans-8-selektiv
Candida cylindracea  9-18:1 Veresterung cis-9-selektiv
Candida antarctica A  9-18:1 Veresterung trans-9-selektiv
Candida cylindracea  9-18:1-ME Umesterung cis-9-selektiv
Candida antarctica A  9-18:1-ME Umesterung trans-9-selektiv
Candida cylindracea  10-18:1-ME Umesterung trans-10-selektiv
Candida antarctica A  10-18:1-ME Umesterung trans-10-selektiv
Candida cylindracea  11-18:1 Veresterung cis-11-selektiv
Candida antarctica A  11-18:1 Veresterung trans-11-selektiv
Candida cylindracea  11-18:1-ME Umesterung cis-11-selektiv
Candida antarctica A  11-18:1-ME Umesterung trans-11-selektiv
Candida cylindracea  12-18:1 Veresterung unselektiv
Candida antarctica A  12-18:1 Veresterung trans-12-selektiv
Candida cylindracea  12-18:1-ME Umesterung unselektiv
Candida antarctica A  12-18:1-ME Umesterung trans-12-selektiv
Candida cylindracea  13-18:1-ME Umesterung trans-13-selektiv
Candida antarctica A  13-18:1-ME Umesterung cis-13-selektiv
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Abbildung 76: Spezifitätskonstanten der Lipase von Candida cylindracea für cis/trans-
isomere Octadecensäuren und Octadecensäureester der D6-D13-Reihe
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Abbildung 77: Spezifitätskonstanten der Lipase A von Candida antarctica für cis/trans-
isomere Octadecensäuren und Octadecensäureester der D6-D13-Reihe
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Abbildung 78: Verhältnis der Spezifitätskonstanten (cis/trans) der Lipase von Candida
cylindracea in Abhängigkeit von der Doppelbindungsposition der cis/trans-
isomeren Octadecensäuren und Octadecensäureester
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Abbildung 79: Verhältnis der Spezifitätskonstanten (trans/cis) der Lipase A von Candida
antarctica in Abhängigkeit von der Doppelbindungsposition der cis/trans-
isomeren Octadecensäuren und Octadecensäureester
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3.4 Selektivität von Lipasen gegenüber cis/trans-isomeren Octadecadien-
säuren, Octadecatriensäuren und Octadecadiensäureestern in enzym-
katalysierten Reaktionen
3.4.1 Enzymatische Veresterung von Linolsäure, Linolensäure und ihren all-trans-
Isomeren
Langkettige, mehrfach ungesättigte Fettsäuren wie die Linolsäure (cis-9, cis-12-Octadeca-
diensäure) und die Linolensäure (cis-9, cis-12, cis-15-Octadecatriensäure) mit der ersten
cis-Doppelbindung in der D9-Position nehmen – gemeinsam mit der Ölsäure – unter den
natürlich vorkommenden Fettsäuren eine Sonderstellung ein (Abbildung 80). Die Ursache
dafür ist ihr hoher Anteil in den Fettsäurespektren der wichtigsten Ölpflanzen. So weist das
linolsäurereiche Sonnenblumenöl einen Gehalt von bis zu 70% an Linolsäure auf; der Anteil
der Linolensäure im Fettsäurespektrum des Leinöls beträgt 55-60%.
9c -18:1
Ölsäure
COOH
9t -18:1
Elaidinsäure
COOH
9c,12c -18:2
Linolsäure
COOH
9t,12t -18:2
Linolelaidinsäure
COOH
9c,12c,15c -18:3
Linolensäure
COOH
9t,12t,15t -18:3
Linolenelaidinsäure
COOH
Abbildung 80: cis/trans-isomere Octadecen-, Octadecadien- und Octadecatriensäuren mit
der ersten Doppelbindung in der D9-Position
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Lipasekatalysierte Reaktionen von Fettsäuren und Fettsäureestern mit einer cis-9-Doppel-
bindung sind in der Vergangenheit intensiv untersucht worden. So haben z.B. Rangheard et
al. [182] mit Hilfe der enzymatischen Umesterung von Ölsäure-, Linolsäure- und Linolen-
säureethylester mit n-Propanol in n-Pentan die Selektivität verschiedener Biokatalysatoren
gegenüber jenen Monoen- und Polyenfettsäuren bestimmt und dabei eine deutliche Präferenz
der Lipase von Candida rugosa (Synonym für Candida cylindracea) für mehrfach ungesät-
tigte Fettsäuren mit einer cis-9-Doppelbindung festgestellt.
Im Gegensatz zur Linolsäure und Linolensäure sind deren all-trans-Isomere, die Linolelaidin-
säure (trans-9, trans-12-Octadecadiensäure) bzw. die Linolenelaidinsäure (trans-9, trans-12,
trans-15-Octadecatriensäure), bislang eher selten als Substrate in lipasekatalysierten Reaktio-
nen eingesetzt worden (Abbildung 80). Jensen [118] berichtete, daß die Lipase von Geotri-
chum candidum bei der Hydrolyse von cis/trans-isomeren 9,12-Octadecadiensäureestern
bevorzugt den Linolsäureester umsetzte, während sie den Linolelaidinsäureester streng
diskriminierte.
Da das eigene Studium der Selektivität von Lipasen gegenüber cis- und trans-Fettsäuren mit
einer (ersten) Doppelbindung in der D9-Position nicht allein auf Octadecensäuren (Ölsäure
bzw. Elaidinsäure) beschränkt bleiben sollte, wurde es nachfolgend für ausgewählte Biokata-
lysatoren auf Octadecadiensäuren (Linolsäure bzw. Linolelaidinsäure) und Octadecatrien-
säuren (Linolensäure bzw. Linolenelaidinsäure) erweitert. Als Modellreaktion diente die
enzymatische Veresterung der jeweiligen mehrfach ungesättigten cis- bzw. trans-Fettsäure
und Myristinsäure mit n-Butanol in n-Hexan unter kompetitiven Bedingungen. Zum Einsatz
kamen die Lipasen von Candida cylindracea – kurz: CCL (2) – und Mucor miehei sowie ein
Gemisch der Lipasen A und B von Candida antarctica – CAL (1) – und die immobilisierte
Lipase A von Candida antarctica – CL-5 (3).
Die Spezifitätskonstanten der ausgewählten Lipasen für Linolsäure, Linolensäure und ihre all-
trans-Isomere sind in Abbildung 81 dargestellt – und dort den im Enzymscreening ermittelten
Spezifitätskonstanten für Ölsäure und Elaidinsäure gegenübergestellt. Darüber hinaus sind die
Ergebnisse in der Zwischenzeit publiziert worden [191].
Die Lipasen von Candida cylindracea und Mucor miehei zeigten eine deutliche Präferenz für
ungesättigte Fettsäuren mit einer (ersten) cis-Doppelbindung in der D9-Position. Sie kataly-
sierten die Veresterung von Ölsäure, Linolsäure und Linolensäure mit n-Butanol in n-Hexan
ca. 3-4-mal schneller als die entsprechende Umsetzung ihrer all-trans-Isomeren. Während die
Spezifitätskonstanten der Lipase von Mucor miehei für Ölsäure, Linolsäure und Linolensäure
(1/a = 0,99 / 0,89 / 1,04) einerseits und Elaidinsäure, Linolelaidinsäure und Linolenelaidin-
säure (1/a = 0,29 / 0,23 / 0,29) andererseits nahezu identisch waren, variierten die Spezifitäts-
konstanten der Candida cylindracea-Lipase für die cis-Fettsäuren und die trans-Fettsäuren in
Abhängigkeit von der Anzahl der Doppelbindungen mehr oder weniger deutlich.
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Abbildung 81: Spezifitätskonstanten der Lipasen für Ölsäure, Linolsäure, Linolensäure und
deren all-trans-Isomere
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Interessanterweise zeigte die Lipase von Candida cylindracea nicht nur eine außerordentlich
hohe Präferenz für die Linolensäure (1/a = 2,74), vielmehr akzeptierte sie auch die all-trans-
9,12,15-Octadecatriensäure sehr deutlich (1/a = 1,32).
Desweiteren stand die bei der enzymatischen Veresterung von Ölsäure, Linolsäure und Lino-
lensäure mit n-Butanol in n-Hexan beobachtete (Un-)Abhängigkeit der Substratselektivität der
Lipasen von Candida cylindracea und Mucor miehei vom Grad der Ungesättigtheit, d.h. der
Anzahl der Doppelbindungen, im Einklang mit Ergebnissen von Rangheard et al. [182].
Das Gemisch der Lipasen A und B von Candida antarctica – CAL (1) –, das sich bereits im
Enzymscreening als unselektiv gegenüber Ölsäure und Elaidinsäure erwiesen hatte, besaß
vergleichbare Spezifitätskonstanten für sämtliche cis- und trans-Fettsäuren und konnte somit
nicht zwischen den konfigurationsisomeren 9-Octadecensäuren, 9,12-Octadecadiensäuren und
9,12,15-Octadecatriensäuren unterscheiden.
Während die immobilisierte Lipase A von Candida antarctica – CL-5 (3) – die Ölsäure, die
Linolsäure und die Linolensäure bei deren Veresterung mit n-Butanol in n-Hexan nahezu
vollständig diskriminierte, akzeptierte jenes Enzym die Elaidinsäure, die Linolelaidinsäure
und die Linolenelaidinsäure mit außergewöhnlich hohen Selektivitäten als Substrate. So
wurde die all-trans-9,12-Octadecadiensäure ca. 100 mal schneller verestert als die Linolsäure
und die all-trans-9,12,15-Octadecatriensäure sogar über 200 mal schneller umgesetzt als die
Linolensäure. Darüber hinaus waren die Spezifitätskonstanten der Lipase A von Candida
antarctica für die cis-Fettsäuren nahezu identisch (1/a = 0,05 / 0,04 / 0,06), während sie im
Falle der trans-Fettsäuren mit zunehmender Anzahl der Doppelbindungen drastisch anstiegen
(1/a = 0,76 / 4,60 / 12,75).
Um die bemerkenswerten Selektivitäten der Candida cylindracea-Lipase und der Lipase A
von Candida antarctica gegenüber den all-cis/trans-isomeren 9,12-Octadecadiensäuren und
9,12,15-Octadecatriensäuren zu verifizieren, wurden jene Biokatalysatoren zur Veresterung
synthetischer 50:50-Gemische von Linolsäure und Linolelaidinsäure bzw. Linolensäure und
Linolenelaidinsäure mit n-Butanol in n-Hexan herangezogen. Die Ergebnisse sind in den
Tabellen 44-47 zusammengefasst und in den Abbildungen 82-85 grafisch aufgetragen.
Die Ergebnisse bestätigten noch einmal eindrucksvoll die Präferenz der Lipase von Candida
cylindracea für ungesättigte Fettsäuren mit einer ersten cis-Doppelbindung in der D9-Position
– Linol- und Linolensäure – und die außerordentlich hohe Selektivität der immobilisierten
Lipase A von Candida antarctica für trans-Fettsäuren wie die Linolelaidin- und die Lino-
lenelaidinsäure mit einer trans-9-Doppelbindung, die zu einer nahezu quantitativen Anreiche-
rung der all-trans-9,12-Octadecadiensäure bzw. der all-trans-9,12,15-Octadecatriensäure in
der Produktfraktion (Versuche 46 und 47) führte.
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Tabelle 44: Enzymatische Veresterung von Linolsäure und Linolelaidinsäure
(50:50-Gemisch) mit n-Butanol in n-Hexan
[Lipase von Candida cylindracea (Fluka): CCL (2)]
Versuch 44
Reaktionszeit (min) 20 40 60 90 120
Umsatz der Fettsäuren a) (%)
Linolsäure 10,0 21,6 29,4 48,2 67,6
Linolelaidinsäure   2,3   5,2   7,3 12,6 19,9
Gesamt   6,3 13,6 18,6 31,0 44,5
Zusammensetzung der Eduktfraktion (Gew.-%)
Linolsäure 49,5 46,8 44,4 38,8 30,1
Linolelaidinsäure 50,5 53,2 55,6 61,2 69,9
Zusammensetzung der Produktfraktion (Gew.-%)
Linolsäure-BE 82,4 81,5 80,8 80,3 78,3
Linolelaidinsäure-BE 17,6 18,5 19,2 19,7 21,7
a) zu den jeweiligen Butylestern
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Abbildung 82: Zeit/Umsatz-Kurven der enzymatischen Veresterung von Linolsäure und
Linolelaidinsäure mit n-Butanol in n-Hexan (Versuch 44)
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Tabelle 45: Enzymatische Veresterung von Linolensäure und Linolenelaidinsäure
(50:50-Gemisch) mit n-Butanol in n-Hexan
[Lipase von Candida cylindracea (Fluka): CCL (2)]
Versuch 45
Reaktionszeit (min) 20 40 60 90 120
Umsatz der Fettsäuren a) (%)
Linolensäure 16,5 46,1 80,0 98,6 100
Linolenelaidinsäure   8,6 26,6 53,9 94,2 100
Gesamt 12,8 36,9 67,7 96,5 100
Zusammensetzung der Eduktfraktion (Gew.-%)
Linolensäure 50,4 44,8 32,6 21,4 0
Linolenelaidinsäure 49,6 55,2 67,4 78,6 0
Zusammensetzung der Produktfraktion (Gew.-%)
Linolensäure-BE 68,1 65,7 62,3 53,8 52,6
Linolenelaidinsäure-BE 31,9 34,3 37,7 46,2 47,4
a) zu den jeweiligen Butylestern
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Abbildung 83: Zeit/Umsatz-Kurven der enzymatischen Veresterung von Linolensäure und
Linolenelaidinsäure mit n-Butanol in n-Hexan (Versuch 45)
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Tabelle 46: Enzymatische Veresterung von Linolsäure und Linolelaidinsäure
(50:50-Gemisch) mit n-Butanol in n-Hexan
[Immobilisierte Lipase A von Candida antarctica: CL-5 (3)]
Versuch 46
Reaktionszeit (min) 20 30 60 120 240
Umsatz der Fettsäuren a) (%)
Linolsäure   0,4 0   2,1   6,3 18,1
Linolelaidinsäure 25,3 40,6 84,6 97,5 100
Gesamt 12,4 19,2 42,4 50,6 55,6
Zusammensetzung der Eduktfraktion (Gew.-%)
Linolsäure 59,0 65,2 87,0 97,5 100
Linolelaidinsäure 41,0 34,8 13,0   2,5 0
Zusammensetzung der Produktfraktion (Gew.-%)
Linolsäure-BE   1,6 0   2,6   6,4 17,6
Linolelaidinsäure-BE 98,4 100 97,4 93,6 82,4
a) zu den jeweiligen Butylestern
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Abbildung 84: Zeit/Umsatz-Kurven der enzymatischen Veresterung von Linolsäure und
Linolelaidinsäure mit n-Butanol in n-Hexan (Versuch 46)
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Tabelle 47: Enzymatische Veresterung von Linolensäure und Linolenelaidinsäure
(50:50-Gemisch) mit n-Butanol in n-Hexan
[Immobilisierte Lipase A von Candida antarctica: CL-5 (3)]
Versuch 47
Reaktionszeit (min) 20 30 60 120 240
Umsatz der Fettsäuren a) (%)
Linolensäure 0   1,0   3,2   8,5 22,8
Linolenelaidinsäure 59,6 83,5 98,7 98,8 100
Gesamt 29,4 41,1 50,3 52,5 59,5
Zusammensetzung der Eduktfraktion (Gew.-%)
Linolensäure 71,8 86,4 98,7 98,8 100
Linolenelaidinsäure 28,2 13,6   1,3   1,2 0
Zusammensetzung der Produktfraktion (Gew.-%)
Linolensäure-BE 0   1,3   3,2   8,3 20,1
Linolenelaidinsäure-BE 100 98,7 96,8 91,7 79,9
a) zu den jeweiligen Butylestern
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Abbildung 85: Zeit/Umsatz-Kurven der enzymatischen Veresterung von Linolensäure und
Linolenelaidinsäure mit n-Butanol in n-Hexan (Versuch 47)
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Versuch 44: Bedingungen: T = 30°C,  t = 2 h
Ansatz: 250 ml n-Hexan
Linolsäure: 1,8 mg (0,006 mmol)
Linolelaidinsäure: 1,8 mg (0,006 mmol)
Lipase: 7,4 mg
n-Butanol: 1,9 mg (0,025 mmol)
Versuch 45: Bedingungen: T = 30°C,  t = 2 h
Ansatz: 250 ml n-Hexan
Linolensäure: 1,8 mg (0,006 mmol)
Linolenelaidinsäure: 1,8 mg (0,006 mmol)
Lipase: 7,0 mg
n-Butanol: 1,9 mg (0,025 mmol)
Versuch 46: Bedingungen: T = 30°C,  t = 4 h
Ansatz: 250 ml n-Hexan
Linolsäure: 1,8 mg (0,006 mmol)
Linolelaidinsäure: 1,8 mg (0,006 mmol)
Lipase: 5,1 mg
n-Butanol: 1,9 mg (0,025 mmol)
Versuch 47: Bedingungen: T = 30°C,  t = 4 h
Ansatz: 250 ml n-Hexan
Linolensäure: 1,8 mg (0,006 mmol)
Linolenelaidinsäure: 1,8 mg (0,006 mmol)
Lipase: 5,3 mg
n-Butanol: 1,9 mg (0,025 mmol)
Am Beispiel der Veresterung eines äquimolaren Gemisches von Ölsäure, Linolsäure und
Linolensäure mit n-Butanol in n-Hexan, katalysiert durch die Lipase von Candida cylindra-
cea, und der Veresterung eines äquimolaren Gemisches von Elaidinsäure, Linolelaidinsäure
und Linolenelaidinsäure mit n-Butanol in n-Hexan, katalysiert durch die Candida cylindra-
cea-Lipase und die Lipase A von Candida antarctica, wurde noch einmal die Abhängigkeit
der Substratselektivität jener Biokatalysatoren vom Grad der Ungesättigtheit, d.h. der Anzahl
der Doppelbindungen, untersucht.
Die Ergebnisse sind den Tabellen 48-50 zusammengefasst und in den Abbildungen 86-88 auf-
getragen.
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Tabelle 48: Enzymatische Veresterung eines äquimolaren Gemisches von Ölsäure, Linol-
säure und Linolensäure mit n-Butanol in n-Hexan
[Lipase von Candida cylindracea (Fluka): CCL (2)]
Versuch 48
Reaktionszeit (min) 20 40 60 90 120
Umsatz der Fettsäuren a) (%)
Ölsäure   9,3 28,0 46,7 85,5 97,8
Linolsäure 11,1 33,8 56,1 92,4 98,7
Linolensäure 22,9 59,0 83,7 95,1 98,8
Gesamt 14,2 39,7 61,4 90,8 98,4
Zusammensetzung der Eduktfraktion (%)
Ölsäure 36,7 41,2 47,7 55,0 49,5
Linolsäure 34,8 37,5 39,3 28,0 27,2
Linolensäure 28,5 21,4 13,0 17,1 23,3
Zusammensetzung der Produktfraktion (%)
Ölsäure-BE 22,6 24,3 26,3 32,6 34,6
Linolsäure-BE 26,2 29,1 31,6 34,2 33,7
Linolensäure-BE 51,2 46,6 42,0 33,2 31,7
a) zu den jeweiligen Butylestern
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Abbildung 86: Zeit/Umsatz-Kurven der enzymatischen Veresterung von Ölsäure, Linol-
säure und Linolensäure mit n-Butanol in n-Hexan (Versuch 48)
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Tabelle 49: Enzymatische Veresterung eines äquimolaren Gemisches von Elaidinsäure,
Linolelaidinsäure und Linolenelaidinsäure mit n-Butanol in n-Hexan
[Lipase von Candida cylindracea (Fluka): CCL (2)]
Versuch 49
Reaktionszeit (min) 20 40 60 90 120
Umsatz der Fettsäuren a) (%)
Elaidinsäure 0   4,9   8,5 16,6 27,3
Linolelaidinsäure 2,6   3,4   5,9 11,6 19,3
Linolenelaidinsäure 7,5 15,1 25,7 48,0 68,3
Gesamt 3,1   7,4 12,7 23,8 36,5
Zusammensetzung der Eduktfraktion (%)
Elaidinsäure 36,3 37,0 37,8 39,8 41,3
Linolelaidinsäure 34,8 35,9 37,2 40,8 44,0
Linolenelaidinsäure 28,8 27,1 25,0 19,4 14,6
Zusammensetzung der Produktfraktion (%)
Elaidinsäure-BE 0 24,0 24,3 25,5 26,9
Linolelaidinsäure-BE 28,4 15,7 16,1 17,1 18,3
Linolenelaidinsäure-BE 71,6 60,3 59,6 57,4 54,8
a) zu den jeweiligen Butylestern
0
20
40
60
80
100
0 20 40 60 80 100 120
Reaktionszeit (min)
U
m
sa
tz
 (%
)
Elaidinsäure
Linolelaidinsäure
Linolenelaidinsäure
Abbildung 87: Zeit/Umsatz-Kurven der enzymatischen Veresterung von Elaidin-, Linol-
elaidin- und Linolenelaidinsäure mit n-Butanol in n-Hexan (Versuch 49)
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Tabelle 50: Enzymatische Veresterung eines äquimolaren Gemisches von Elaidinsäure,
Linolelaidinsäure und Linolenelaidinsäure mit n-Butanol in n-Hexan
[Immobilisierte Lipase A von Candida antarctica: CL-5 (3)]
Versuch 50
Reaktionszeit (min) 20 40 60 90 120
Umsatz der Fettsäuren a) (%)
Elaidinsäure   5,0 17,2 35,8 75,6 95,8
Linolelaidinsäure 27,8 69,7 93,5 98,6 100
Linolenelaidinsäure 61,7 95,6 98,4 98,7 100
Gesamt 30,6 59,9 74,9 90,7 98,5
Zusammensetzung der Eduktfraktion (%)
Elaidinsäure 47,8 71,1 89,3 90,8 100
Linolelaidinsäure 34,7 25,4   8,7   4,9 0
Linolenelaidinsäure 17,5   3,5   2,0   4,3 0
Zusammensetzung der Produktfraktion (%)
Elaidinsäure-BE   5,7   9,9 16,7 29,1 34,9
Linolelaidinsäure-BE 30,3 39,0 41,7 36,5 33,6
Linolenelaidinsäure-BE 64,0 51,1 41,6 34,4 31,5
a) zu den jeweiligen Butylestern
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Abbildung 88: Zeit/Umsatz-Kurven der enzymatischen Veresterung von Elaidin-, Linol-
elaidin- und Linolenelaidinsäure mit n-Butanol in n-Hexan (Versuch 50)
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Versuch 48: Bedingungen: T = 30°C,  t = 2 h
Ansatz: 300 ml n-Hexan
Ölsäure: 1,4 mg (0,005 mmol)
Linolsäure: 1,4 mg (0,005 mmol)
Linolensäure: 1,4 mg (0,005 mmol)
Lipase: 7,5 mg
n-Butanol: 2,2 mg (0,030 mmol)
Versuch 49: Bedingungen: T = 30°C,  t = 2 h
Ansatz: 300 ml n-Hexan
Elaidinsäure: 1,4 mg (0,005 mmol)
Linolelaidinsäure: 1,4 mg (0,005 mmol)
Linolenelaidinsäure: 1,4 mg (0,005 mmol)
Lipase: 7,3 mg
n-Butanol: 2,2 mg (0,030 mmol)
Versuch 50: Bedingungen: T = 30°C,  t = 2 h
Ansatz: 300 ml n-Hexan
Elaidinsäure: 1,4 mg (0,005 mmol)
Linolelaidinsäure: 1,4 mg (0,005 mmol)
Linolenelaidinsäure: 1,4 mg (0,005 mmol)
Lipase: 5,4 mg
n-Butanol: 2,2 mg (0,030 mmol)
Katalysiert durch die Lipase von Candida cylindracea, verlief die Veresterung von cis-Fett-
säuren mit n-Butanol in n-Hexan um so schneller, je ungesättigter das Substrat war. In diesem
Sinne wurde die Linolensäure schneller umgesetzt als die Linolsäure und letztere schneller als
die Ölsäure. Im Falle der trans-Fettsäuren bevorzugte die Candida cylindracea-Lipase die
Linolenelaidinsäure gegenüber der Elaidinsäure, die wiederum schneller umgesetzt wurde als
die Linolelaidinsäure.
Bezüglich ihrer Selektivität gegenüber trans-Fettsäuren zeigte die Lipase A von Candida ant-
arctica die gleiche Rangfolge wie die Lipase von Candida cylindracea im Fall der cis-Fett-
säuren: Je ungesättigter das Substrat war, um so schneller verlief dessen Veresterung mit
n-Butanol in n-Hexan. Dabei waren die Unterschiede in den Reaktionsgeschwindigkeiten
immerhin so groß, daß die Elaidinsäure bei einem Gesamtumsatz von 75% innerhalb von
60 min von 33% auf 89% in der Eduktfraktion angereichert werden konnte.
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3.4.2 Enzymatische Umesterung eines cis/trans-Isomerengemisches von Linol-
säuremethylester
Nachdem bereits die Substratselektivität ausgewählter Lipasen gegenüber den all-cis- und
all-trans-isomeren 9,12-Octadecadiensäuren untersucht worden ist (Kapitel 3.4.1), wurde
nachfolgend am Beispiel der enzymatischen Umesterung eines cis/trans-Isomerengemisches
von Linolsäuremethylester mit n-Butanol in n-Hexan die Substratselektivität von Lipasen
nicht nur gegenüber den cis-9, cis-12- und trans-9, trans-12-Octadecadiensäureestern, son-
dern auch gegenüber den cis-9, trans-12- und trans-9, cis-12-Octadecadiensäureestern unter-
sucht. Zum Einsatz kamen neben den Lipasen von Candida cylindracea – kurz: CCL (2) –
und Mucor miehei ein  Gemisch  der  Lipasen  A und B von Candida antarctica –  CAL (1)  –
und die immobilisierte Lipase A von Candida antarctica – CL-5 (3). Das kommerziell erhält-
liche cis/trans-Isomerengemisch (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen) von Linol-
säuremethylester wies die in Abbildung 89 angegebene Zusammensetzung auf.
9c,12t -18:2-ME
COOCH3
9t,12c -18:2-ME
COOCH3
9t,12t -18:2-ME
COOCH3 53 %
20 %
20 %
9c,12c -18:2-ME
COOCH3 7 %
Abbildung 89: Zusammensetzung eines kommerziell erhältlichen cis/trans-Isomeren-
gemisches von Linolsäuremethylester
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Bei der partiellen Hydrierung von (linolsäurereichen) Pflanzenölen entstehen aus der Linol-
säure (cis-9, cis-12-Octadecadiensäure) durch Stereomutation die cis-9, trans-12-Octadeca-
diensäure, die trans-9, cis-12-Octadecadiensäure und die trans-9, trans-12-Octadecadiensäure
(Linolelaidinsäure). Im Gegensatz zur Linolsäure sind deren cis/trans-Isomere jedoch bislang
eher selten als Substrate in lipasekatalysierten Reaktionen eingesetzt worden. Jensen [118]
berichtete, daß die Lipase von Geotrichum candidum bei der Hydrolyse von cis/trans-isome-
ren 9,12-Octadecadiensäureestern bevorzugt den Linolsäureester umsetzte, während sie den
Linolelaidinsäureester streng diskriminierte und nicht zwischen den cis-9, trans-12- und
trans-9, cis-12-Octadecadiensäureestern unterscheiden konnte.
Die bei der enzymatischen Umesterung eines cis/trans-Isomerengemisches mit n-Butanol in
n-Hexan erzielten eigenen Ergebnisse sind nachfolgend in den Tabellen 51-54 zusammen-
gefasst und zudem für die Lipase von Candida cylindracea und die immobilisierte Lipase A
von Candida antarctica in den Abbildungen 90 und 91 grafisch aufgetragen. Zudem sind die
Ergebnisse in der Zwischenzeit publiziert worden [191].
Wie nach den bisherigen Ergebnissen erwartet, besaßen die Lipasen von Candida cylindracea
und Mucor miehei eine deutliche Präferenz für Konfigurationsisomere mit einer cis-9-Doppel-
bindung, d.h. für cis-9, cis-12- und cis-9, trans-12-Octadecadiensäuremethylester. Im Gegen-
satz zur Candida cylindracea-Lipase, die zwischen den vier cis/trans-isomeren 9,12-Octa-
decadiensäureestern differenzieren konnte, war die Lipase von Mucor miehei jedoch  nur  in
der Lage, die cis/trans-Konfiguration der ersten C=C-Doppelbindung (D9) zu identifizieren,
so daß sie einerseits die cis-9, cis-12- und cis-9, trans-12-Octadecadiensäuremethylester und
andererseits die trans-9, cis-12- und trans-9, trans-12-Octadecadiensäuremethylester gleich
schnell umsetzte.
Die Tatsache, daß das Gemisch der Lipasen A und B von Candida antarctica – CAL (1) – die
Umesterung der vier Konfigurationsisomeren mit vergleichbaren Reaktionsgeschwindigkeiten
katalysierte, deutete abermals darauf hin, daß jenes Enzympräparat nicht zwischen cis/trans-
isomeren ungesättigten Fettsäuren und Fettsäureestern unterscheiden konnte.
Die bevorzugte Umsetzung der trans-9, trans-12- und trans-9, cis-12-Octadecadiensäure-
methylester gegenüber den entsprechenden cis-9, trans-12- und cis-9, cis-12-Fettsäuremethyl-
estern bei der enzymatischen Umesterung eines cis/trans-Isomerengemisches von Linolsäure-
methylester mit n-Butanol in n-Hexan war ein erneuter Beweis für die trans-9-Selektivität der
(immobilisierten) Lipase A von Candida antarctica. Darüber hinaus war der Biokatalysator
Chirazyme L-5 wie zuvor die Lipase von Candida cylindracea in der Lage, zwischen sämt-
lichen konfigurationsisomeren 9,12-Octadecadiensäureestern zu unterscheiden.
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Tabelle 51: Enzymatische Umesterung eines cis/trans-Isomerengemisches von Linolsäure-
methylester mit n-Butanol in n-Hexan
[Lipase von Candida cylindracea (Fluka): CCL (2)]
Versuch 51
Reaktionszeit (h) 2 4 6 8 24
Umsatz der Fettsäuremethylester a) (%)
9c,12c-18:2-ME 41,1 47,2 53,3 62,3 84,1
9c,12t-18:2-ME 28,5 36,8 42,3 50,6 76,1
9t,12c-18:2-ME 20,9 25,8 27,8 34,4 59,6
9t,12t-18:2-ME   9,2 12,1 12,8 16,4 32,4
Gesamt 15,3 21,3 24,2 29,8 50,2
a) zu den jeweiligen Butylestern
Bedingungen: T = 30°C,  t = 24 h
Ansatz: 250 ml n-Hexan
Linolsäure-ME:   3,7 mg (0,0125 mmol)
Lipase: 19,7 mg
n-Butanol:   1,9 mg (0,0250 mmol)
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Abbildung 90: Zeit/Umsatz-Kurven der enzymatischen Umesterung eines cis/trans-Isomeren-
gemisches von Linolsäuremethylester mit n-Butanol in n-Hexan
(Versuch 51)
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Tabelle 52: Enzymatische Umesterung eines cis/trans-Isomerengemisches von Linolsäure-
methylester mit n-Butanol in n-Hexan
[Lipase von Mucor miehei (Fluka): MML]
Versuch 52
Reaktionszeit (h) 2 4 6 8 24
Umsatz der Fettsäuremethylester a) (%)
9c,12c-18:2-ME 13,2 26,9 39,6 51,5 88,0
9c,12t-18:2-ME 11,8 24,4 36,3 47,7 87,7
9t,12c-18:2-ME   2,8   6,6 10,6 15,2 58,6
9t,12t-18:2-ME   2,8   6,5 10,5 15,1 58,3
Gesamt   5,3 11,5 17,7 24,0 66,3
a) zu den jeweiligen Butylestern
Bedingungen: T = 30°C,  t = 24 h
Ansatz: 250 ml n-Hexan
Linolsäure-ME:   3,7 mg (0,0125 mmol)
Lipase: 19,9 mg
n-Butanol:   1,9 mg (0,0250 mmol)
Tabelle 53: Enzymatische Umesterung eines cis/trans-Isomerengemisches von Linolsäure-
methylester mit n-Butanol in n-Hexan
[Lipase von Candida antarctica (Fluka): CAL (1)]
Versuch 53
Reaktionszeit (h) 2 4 6 24
Umsatz der Fettsäuremethylester a) (%)
9c,12c-18:2-ME   9,2 15,4 24,8 60,6
9c,12t-18:2-ME   9,5 16,1 26,4 64,4
9t,12c-18:2-ME 11,5 19,0 30,8 72,5
9t,12t-18:2-ME 13,2 22,3 33,2 79,0
Gesamt 11,2 19,9 30,8 73,5
a) zu den jeweiligen Butylestern
Bedingungen: T = 30°C,  t = 24 h
Ansatz: 250 ml n-Hexan
Linolsäure-ME:   3,7 mg (0,0125 mmol)
Lipase: 20,1 mg
n-Butanol:   1,9 mg (0,0250 mmol)
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Tabelle 54: Enzymatische Umesterung eines cis/trans-Isomerengemisches von Linolsäure-
methylester mit n-Butanol in n-Hexan
[Immobilisierte Lipase A von Candida antarctica: CL-5 (3)]
Versuch 54
Reaktionszeit (h) 1 2 4 6 8 24
Umsatz der Fettsäuremethylester a) (%)
9c,12c-18:2-ME   0,9   1,7   3,9   6,4   9,6 28,3
9c,12t-18:2-ME   6,1 11,8 23,9 35,5 47,3 78,9
9t,12c-18:2-ME 20,5 35,0 57,4 70,7 79,1 82,9
9t,12t-18:2-ME 64,3 78,6 82,6 83,2 85,7 83,8
Gesamt 39,6 51,1 60,5 66,0 70,9 78,5
a) zu den jeweiligen Butylestern
Bedingungen: T = 30°C,  t = 24 h
Ansatz: 250 ml n-Hexan
Linolsäure-ME:   3,7 mg (0,0125 mmol)
Lipase: 19,6 mg
n-Butanol:   1,9 mg (0,0250 mmol)
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Abbildung 91: Zeit/Umsatz-Kurven der enzymatischen Umesterung eines cis/trans-Isomeren-
gemisches von Linolsäuremethylester mit n-Butanol in n-Hexan
(Versuch 54)
Eigene Versuche
149
3.5 Selektivität von Lipasen gegenüber cis/trans- und positionsisomeren
konjugierten Octadecadiensäuren und Octadecadiensäureestern in
enzymkatalysierten Reaktionen
3.5.1 Einleitung
Konjugierte Linolsäure (CLA: Conjugated Linoleic Acid) ist ein Gemisch von cis/trans- und
positionsisomeren Octadecadiensäuren mit konjugierten Doppelbindungen und steht zur Zeit
im Mittelpunkt zahlreicher Untersuchungen zur physiologischen Wirkung von Fetten in der
Ernährung [52]. In Tierversuchen konnte nachgewiesen werden, daß CLA antikarzinogene
[44] und antiatherogene [48] Eigenschaften besitzt, Körperfett reduziert [49] und Muskel-
sowie Knochenmasse aufbaut [50].
Konjugierte Linolsäure entsteht in der Natur in Anwesenheit von anaeroben Mikroorganismen
als Zwischenprodukt bei der biokatalysierten Hydrierung mehrfach ungesättigter Fettsäuren
im Pansen von Wiederkäuern und kommt in der Milch und den Milch- und Fleischprodukten
der Wiederkäuer vor. Darüber hinaus läßt sich CLA leicht durch alkalische Isomerisierung
von Linolsäure aus linolsäurereichen Pflanzenölen wie dem Sonnenblumenöl synthetisieren.
Während natürlich vorkommende konjugierte Linolsäure zu ca. 75% aus der cis-9, trans-11-
Octadecadiensäure besteht, führt die Synthese von konjugierter Linolsäure – in Abhängigkeit
von den Reaktionsbedingungen – zu einem komplexen Gemisch cis/trans-isomerer Octadeca-
diensäuren mit unterschiedlichen Positionen der konjugierten C=C-Doppelbindungen (8,10-,
9,11-, 10,12- und 11,13-18:2), in dem die cis-9, trans-11- und die trans-10, cis-12-Octadeca-
diensäure die Hauptkomponenten darstellen.
In der Vergangenheit lag das Hauptaugenmerk der Untersuchungen zur physiologischen Wir-
kung von konjugierter Linolsäure häufig auf der cis-9, trans-11-Octadecadiensäure. Neuere
Untersuchungen deuten jedoch darauf hin, daß neben dieser Fettsäure auch andere CLA-Iso-
mere, z.B. die trans-10, cis-12-Octadecadiensäure, von physiologischer Bedeutung sind [85].
Insofern wird es zukünftig notwendig sein, gezielt die Bioaktivität einzelner CLA-Isomere
mit definierter Konfiguration und Position der C=C-Doppelbindungen zu untersuchen.
Ein vielversprechender Ansatz für die Bereitstellung einzelner Octadecadiensäuren mit defi-
nierter Konfiguration und Position der konjugierten Doppelbindungen ist einmal mehr ihre
Fraktionierung mit Hilfe cis/trans-selektiver Lipasen. Aus diesem Grunde wurde nachfolgend
die Bestimmung der Substratselektivität von Lipasen auf cis/trans- und positionsisomere kon-
jugierte Octadecadiensäuren und Octadecadiensäureester ausgeweitet.
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3.5.2 Enzymatische Veresterung von definierten CLA-Isomeren
Die Selektivität von Lipasen gegenüber konjugierten Octadecadiensäuren mit definierter Kon-
figuration und Position der C=C-Doppelbindungen wurde bestimmt, indem die in der Abbil-
dung 92 dargestellten kommerziell erhältlichen CLA-Isomere (Matreya Inc., Pleasant Gap,
Pennsylvania, USA) nacheinander – und jeweils gemeinsam mit Myristinsäure als Referenz-
substrat – mit n-Butanol in n-Hexan unter kompetitiven Bedingungen enzymatisch verestert
wurden. Zum Einsatz kamen die Lipasen von Candida cylindracea – kurz: CCL (2) – und
Mucor miehei sowie ein Gemisch der Lipasen A und B von Candida antarctica – CAL (1) –
und die immobilisierte Lipase A von Candida antarctica – CL-5 (3).
9c,11t-18:2
COOH
COOH
9c,11c-18:2
9t,11t-18:2
COOH
10t,12c-18:2
COOH
Abbildung 92: cis/trans- und positionisomere konjugierte Octadecadiensäuren
Die Spezifitätskonstanten der ausgewählten Lipasen für die cis/trans- und positionsisomeren
konjugierten Octadecadiensäuren der Fa. Matreya sind in Abbildung 93 dargestellt. Zudem
sind die Ergebnisse in der Zwischenzeit publiziert worden [192].
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Mucor miehei
Candida antarctica  (1)
Chirazyme L-5 (3)
Abbildung 93: Spezifitätskonstanten der Lipasen für cis/trans- und positionsisomere
konjugierte Octadecadiensäuren
Eigene Versuche
152
Die Lipasen von Candida cylindracea und Mucor miehei katalysierten die Veresterung der
cis-9, trans-11-Octadecadiensäure mit n-Butanol in n-Hexan schneller als die entsprechende
Reaktion der cis-9, cis-11-Fettsäure und die letztere Veresterung mit n-Butanol wiederum
schneller als die entsprechende Reaktion der trans-9, trans-11-Octadecadiensäure. Im Ein-
klang mit den bisherigen Ergebnissen [185, 191] besaßen die Lipasen von Candida cylindra-
cea und Mucor miehei damit eine Präferenz für konfigurationsisomere ungesättigte Fettsäuren
mit einer (ersten) cis-Doppelbindung in der D9-Position. Bemerkenswert war allerdings die
Tatsache, daß die Candida cylindracea-Lipase, die bei der Umesterung eines cis/trans-Iso-
merengemisches von 9,12-Octadecadiensäuremethylester mit n-Butanol in n-Hexan den
cis-9, cis-12-Fettsäureester gegenüber dem cis-9, trans-12-Octadecadiensäuremethylester
bevorzugt hatte, im Falle der Veresterung konfigurationsisomerer 9,11-Octadecadiensäuren
mit n-Butanol in n-Hexan das gemischte Isomer (9c,11t-18:2) gegenüber dem all-cis-Isomer
(9c,11c-18:2) als Substrat präferierte.
Die Lipasen von Candida cylindracea und Mucor miehei zeigten hinsichtlich ihrer Selektivi-
tät gegenüber den konfigurationsisomeren Octadecadiensäuren zwar die gleiche Tendenz,
doch unterschieden sie sich im Hinblick auf das Maß ihrer Substratselektivität sehr deutlich.
So veresterte die Lipase von Candida cylindracea die cis-9, trans-11-Octadecadiensäure
(1/a = 2,90) 4-5-mal schneller als das cis-9, cis-11-Isomer (1/a = 0,66) und 8-9-mal schneller
als die trans-9, trans-11-Octadecadiensäure (1/a = 0,34). Demgegenüber veresterte die Lipase
von Mucor miehei die cis-9, trans-11-Octadecadiensäure (1/a = 1,98) lediglich 2-mal schnel-
ler als die all-trans-9,11-Fettsäure (1/a = 0,89) und nur geringfügig schneller als die all-cis-
9,11-Octadecadiensäure (1/a = 1,47).
Das Gemisch der Lipasen A und B von Candida antarctica – CAL (1) – katalysierte die Ver-
esterung der drei cis/trans-isomeren 9,11-Octadecadiensäuren mit vergleichbaren Reaktions-
geschwindigkeiten und war somit nicht in der Lage, zwischen jenen CLA-Isomeren zu diffe-
renzieren.
Während die immobilisierte Lipase A von Candida antarctica die cis-9, trans-11-Octadeca-
diensäure deutlich diskriminierte (1/a = 0,24), akzeptierte sie die trans-9, trans-11-Octadeca-
diensäure mit einer außerordentlich hohen Selektivität (1/a = 4,18) und veresterte jenes
all-trans-9,11-Isomer ca. 18-mal schneller als die cis-9, trans-11-Fettsäure. Überraschender-
weise akzeptierte die trans-9-selektive Lipase A von Candida antarctica – Chirazyme L-5 –
auch die all-cis-9,11-Octadecadiensäure vergleichsweise gut als Substrat, resultierend in einer
Spezifitätskonstanten von 1.
Wie bereits in der Einleitung erwähnt, führt die Synthese von konjugierter Linolsäure zu
einem komplexen Gemisch cis/trans- und positionsisomerer Octadecadiensäuren mit konju-
gierten C=C-Doppelbindungen, in dem die cis-9, trans-11- und die trans-10, cis-12-Octadeca-
diensäure die Hauptkomponenten darstellen.
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Im Hinblick auf eine lipasekatalysierte Fraktionierung jener CLA-Hauptisomere waren die in
der Abbildung 93 dargestellten Ergebnisse der enzymatischen Veresterung der kommerziell
erhältlichen cis-9, trans-11- und trans-10, cis-12-Octadecadiensäure (Matreya Inc., Pleasant
Gap, Pennsylvania, USA) mit n-Butanol in n-Hexan somit von besonderer Bedeutung.
Während die Lipase von Mucor miehei die Veresterung der cis-9, trans-11-Octadecadiensäure
etwas schneller katalysierte als die entsprechende Reaktion des trans-10, cis-12-Isomers,
veresterte das Gemisch der Lipasen A und B von Candida antarctica die trans-10, cis-12-
Octadecadiensäure etwas schneller als das cis-9, trans-11-Isomer. In beiden Fällen fiel die
Bevorzugung jedoch eher gering aus, so daß sich beide Biokatalysatoren als relativ unselektiv
gegenüber jenen CLA-Isomeren erwiesen.
Im Gegensatz dazu waren sowohl die Lipase von Candida cylindracea als auch die immobili-
sierte Lipase A von Candida antarctica in der Lage, zwischen der cis-9, trans-11- und der
trans-10, cis-12-Octadecadiensäure zu differenzieren. Zwar waren die Spezifitätskonstanten
von Chirazyme L-5 für die beiden CLA-Isomere relativ klein, doch katalysierte jenes Enzym
– ebenso wie die Lipase von Candida cylindracea – die Veresterung der cis-9, trans-11-Octa-
decadiensäure mit n-Butanol in n-Hexan ca. 3-4-mal schneller als die entsprechende Reaktion
des trans-10, cis-12-Isomers.
Am Beispiel der enzymatischen Veresterung eines synthetischen 50:50-Gemisches von
cis-9, trans-11- und trans-9, trans-11-Octadecadiensäure mit n-Butanol in n-Hexan sollte
nachfolgend noch einmal die Eignung der cis-9-selektiven Lipase von Candida cylindracea
und der trans-9-selektiven immobilisierten Lipase A von Candida antarctica im Hinblick auf
die Trennung jener CLA-Isomeren verifiziert werden, die sich lediglich in der Konfiguration
der ersten C=C-Doppelbindung (9c,11t-18:2 vs. 9t,11t-18:2) unterschieden.
Die Veresterung eines 50:50-Gemisches von cis-9, trans-11- und trans-10, cis-12-Octadeca-
diensäure mit n-Butanol in n-Hexan, katalysiert durch die Lipase von Candida cylindracea
bzw. die immobilisierte Lipase A von Candida antarctica, diente hingegen der erneuten
Prüfung, ob jene Biokatalysatoren in der Lage waren, zwischen den Hauptkomponenten eines
CLA-Isomerengemisches zu unterscheiden.
Die Versuchsergebnisse sind in den Tabellen 55-58 zusammengefasst, in den Abbildungen
94-97 grafisch aufgetragen und zudem in der Zwischenzeit publiziert [192] worden.
Aufgrund ihrer cis-9-Selektivität setzte die Lipase von Candida cylindracea bei der enzy-
matischen Veresterung eines 50:50-Gemisches von cis-9, trans-11- und trans-9, trans-11-
Octadecadiensäure mit n-Butanol in n-Hexan bevorzugt das CLA-Isomer mit der cis-9-Dop-
pelbindung (9c,11t-18:2) um und reicherte die cis-9, trans-11-Octadecadiensäure innerhalb
von 120 min von 50% in der Eduktfraktion auf 79% in der Produktfraktion an, während die
trans-9-selektive immobilisierte Lipase A von Candida antarctica die trans-9, trans-11-Octa-
decadiensäure als Substrat bevorzugte und innerhalb von 120 min auf 88 % in der Produkt-
frakion anreicherte.
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Tabelle 55: Enzymatische Veresterung von cis-9, trans-11- und trans-9, trans-11-Octa-
decadiensäure (50:50-Gemisch) mit n-Butanol in n-Hexan
[Lipase von Candida cylindracea (Fluka): CCL (2)]
Versuch 55
Reaktionszeit (min) 20 40 60 90 120
Umsatz der Fettsäuren a) (%)
9c,11t-18:2 19,1 28,9 41,7 64,5 78,3
9t,11t-18:2   3,2   5,0   7,5 14,0 17,6
Gesamt 10,3 15,8 23,0 36,8 45,3
Zusammensetzung der Eduktfraktion (Gew.-%)
9c,11t-18:2 40,5 38,2 34,4 25,3 18,0
9t,11t-18:2 59,5 61,8 65,6 74,7 82,0
Zusammensetzung der Produktfraktion (Gew.-%)
9c,11t-18:2-BE 82,8 82,7 82,1 79,1 78,8
9t,11t-18:2-BE 17,2 17,3 17,9 20,9 21,2
a) zu den jeweiligen Butylestern
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Abbildung 94: Zeit/Umsatz-Kurven der enzymatischen Veresterung von 9c,11t-18:2 und
9t,11t-18:2 mit n-Butanol in n-Hexan (Versuch 55)
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Tabelle 56: Enzymatische Veresterung von cis-9, trans-11- und trans-9, trans-11-Octa-
decadiensäure (50:50-Gemisch) mit n-Butanol in n-Hexan
[Immobilisierte Lipase A von Candida antarctica: CL-5 (3)]
Versuch 56
Reaktionszeit (min) 20 40 60 90 120
Umsatz der Fettsäuren a) (%)
9c,11t-18:2   1,3   2,5   4,5   8,8 15,5
9t,11t-18:2 15,4 36,5 58,3 82,8 94,6
Gesamt   8,8 20,9 33,9 49,3 59,0
Zusammensetzung der Eduktfraktion (Gew.-%)
9c,11t-18:2 50,1 56,4 65,5 81,5 92,8
9t,11t-18:2 49,9 43,6 34,5 18,5   7,2
Zusammensetzung der Produktfraktion (Gew.-%)
9c,11t-18:2-BE   6,6   5,4   6,1   8,1 11,8
9t,11t-18:2-BE 93,4 94,6 93,9 91,9 88,2
a) zu den jeweiligen Butylestern
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Abbildung 95: Zeit/Umsatz-Kurven der enzymatischen Veresterung von 9c,11t-18:2 und
9t,11t-18:2 mit n-Butanol in n-Hexan (Versuch 56)
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Tabelle 57: Enzymatische Veresterung von cis-9, trans-11- und trans-10, cis-12-Octa-
decadiensäure (50:50-Gemisch) mit n-Butanol in n-Hexan
[Lipase von Candida cylindracea (Fluka): CCL (2)]
Versuch 57
Reaktionszeit (min) 20 40 60 90 120
Umsatz der Fettsäuren a) (%)
9c,11t-18:2 19,0 29,5 44,8 66,2 77,4
10t,12c-18:2   5,9   9,2 14,4 22,3 28,0
Gesamt 12,8 19,9 30,5 45,5 53,8
Zusammensetzung der Eduktfraktion (Gew.-%)
9c,11t-18:2 48,9 46,1 42,1 32,8 25,5
10t,12c-18:2 51,1 53,9 57,9 67,2 74,5
Zusammensetzung der Produktfraktion (Gew.-%)
9c,11t-18:2-BE 78,3 77,9 77,9 76,9 75,0
10t,12c-18:2-BE 21,7 22,1 22,1 23,1 25,0
a) zu den jeweiligen Butylestern
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Abbildung 96: Zeit/Umsatz-Kurven der enzymatischen Veresterung von 9c,11t-18:2 und
10t,12c-18:2 mit n-Butanol in n-Hexan (Versuch 57)
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Tabelle 58: Enzymatische Veresterung von cis-9, trans-11- und trans-10, cis-12-Octa-
decadiensäure (50:50-Gemisch) mit n-Butanol in n-Hexan
[Immobilisierte Lipase A von Candida antarctica: CL-5 (3)]
Versuch 58
Reaktionszeit (min) 20 40 60 90 120
Umsatz der Fettsäuren a) (%)
9c,11t-18:2 2,2 4,7 6,7 11,5 15,8
10t,12c-18:2 0 0 1,0   1,7   2,4
Gesamt 1,2 2,4 4,0   6,9   9,5
Zusammensetzung der Eduktfraktion (Gew.-%)
9c,11t-18:2 51,6 50,7 51,3 50,4 49,3
10t,12c-18:2 48,4 49,3 48,7 49,6 50,7
Zusammensetzung der Produktfraktion (Gew.-%)
9c,11t-18:2-BE 100 100 88,2 88,2 88,0
10t,12c-18:2-BE 0 0 11,8 11,8 12,0
a) zu den jeweiligen Butylestern
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Abbildung 97: Zeit/Umsatz-Kurven der enzymatischen Veresterung von 9c,11t-18:2 und
10t,12c-18:2 mit n-Butanol in n-Hexan (Versuch 58)
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Versuch 55: Bedingungen: T = 30°C,  t = 2 h
Ansatz: 250 ml n-Hexan
9c,11t-18:2: 1,8 mg (0,006 mmol)
9t,11t-18:2: 1,8 mg (0,006 mmol)
Lipase: 7,1 mg
n-Butanol: 1,9 mg (0,025 mmol)
Versuch 56: Bedingungen: T = 30°C,  t = 2 h
Ansatz: 250 ml n-Hexan
9c,11t-18:2: 1,8 mg (0,006 mmol)
9t,11t-18:2: 1,8 mg (0,006 mmol)
Lipase: 5,4 mg
n-Butanol: 1,9 mg (0,025 mmol)
Versuch 57: Bedingungen: T = 30°C,  t = 2 h
Ansatz: 250 ml n-Hexan
9c,11t-18:2: 1,8 mg (0,006 mmol)
10t,12c-18:2: 1,8 mg (0,006 mmol)
Lipase: 7,4 mg
n-Butanol: 1,9 mg (0,025 mmol)
Versuch 58: Bedingungen: T = 30°C,  t = 2 h
Ansatz: 250 ml n-Hexan
9c,11t-18:2:   1,8 mg (0,006 mmol)
10t,12c-18:2:   1,8 mg (0,006 mmol)
Lipase: 11,1 mg
n-Butanol:   1,9 mg (0,025 mmol)
Sowohl die Lipase von Candida cylindracea als auch die Lipase A von Candida antarctica
setzten bei der Veresterung eines synthetischen 50:50-Gemisches von cis-9, trans-11- und
trans-10, cis-12-Octadecadiensäure mit n-Butanol in n-Hexan bevorzugt das 9,11-CLA-
Isomer um. Während die Candida cylindracea-Lipase die cis-9, trans-11-Octadecadiensäure
innerhalb von 120 min von 50% in der Eduktfraktion auf 75% in der Produktfraktion anrei-
cherte, vermochte die immobilisierte Lipase A von Candida antarctica das 9,11-CLA-Isomer
innerhalb von 120 min sogar auf 88% in der Produktfraktion anzureichern – bei einem
allerdings geringen Gesamtumsatz von lediglich 10%.
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3.5.3 Enzymatische Umesterung eines CLA-Methylester-Isomerengemisches
Natürlich war es möglich, die Substratselektivität von Lipasen nicht nur mit Hilfe von enzy-
matischen Veresterungen einzelner CLA-Isomere mit definierter Konfiguration und Position
der konjugierten C=C-Doppelbindungen zu bestimmen, sondern auch mit Hilfe von enzym-
katalysierten Reaktionen komplexer CLA- und CLA-Methylester-Isomerengemische zu unter-
suchen.
In diesem Sinne wurde nachfolgend zunächst ein kommerziell erhältliches CLA-Methylester-
Isomerengemisch (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen) mit n-Butanol in n-Hexan
enzymatisch umgeestert. Zum Einsatz kamen die Lipase von Candida cylindracea – kurz:
CCL (2) – und die immobilisierte Lipase A von Candida antarctica – CL-5 (3).
Die Ergebnisse sind in den Tabellen 60 und 61 zusammengefasst und in den Abbildungen 98
und 99 grafisch aufgetragen.
Wie bereits in der Einleitung (Kapitel 3.5.1) erwähnt, führt die Synthese von konjugierter
Linolsäure – in Abhängigkeit von den Reaktionsbedingungen – zu einem komplexen Gemisch
cis/trans-isomerer Octadecadiensäuren mit unterschiedlichen Positionen der konjugierten
C=C-Doppelbindungen (8,10-, 9,11-, 10,12- und 11,13-18:2). Zwar stellen die cis-9, trans-11-
und die trans-10, cis-12-Octadecadiensäure stets die Hauptkomponenten dar, doch unter-
scheiden sich kommerziell erhältliche CLA-Produkte, die in flüssiger Form oder als Kapseln
angeboten werden, hinsichtlich ihrer Isomerenverteilung z.T. erheblich voneinander [67].
Das CLA-Methylester-Isomerengemisch der Firma Sigma wies die in Tabelle 59 angegebene
Zusammensetzung auf. Das Gaschromatogramm – aufgenommen mit einer 100 m Kapillar-
säule (CP-Sil 88) – zeigte vier auswertbare Peaks, deren Identifizierung mit Hilfe von Refe-
renzsubstanzen (Matreya Inc., Pleasant Gap, Pennsylvania, USA – Abbildung 92) für Peak
Nr.1 (9c,11t-18:2-ME), Peak Nr. 3 (10t,12c-18:2-ME) und Peak Nr. 4 (9t,11t-18:2-ME)
gelang. Ein Vergleich mit der Literatur [67] bestätigte diese Zuordnung und legte darüber
hinaus den Verdacht nahe, daß es sich bei Peak Nr. 2 um den cis-11, trans-13-Octadecadien-
säureester handeln könnte. Endgültige Gewißheit über die Zusammensetzung des Isomeren-
gemisches brachte die Ag+-HPLC-Analyse, die im Einklang mit der Literatur [67, 76] einer-
seits  die  Identifizierung  von  Peak  Nr.  2  (11c,13t-18:2-ME) ermöglichte und andererseits
darauf hinwies, daß Peak Nr.1 und Peak Nr. 4 jeweils zwei verschiedenen CLA-Methylester-
Isomeren zugeordnet werden mußten (9c,11t-  und 8t,10c-18:2-ME bzw. 9t,11t- und 10t,12t-
18:2-ME).
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Tabelle 59: Zusammensetzung (%) eines CLA-Methylester-Gemisches der Firma Sigma,
bestimmt mit verschiedenen Analysemethoden
Peak Nr. Isomer GC-Analyse Ag+-HPLC-Analyse a)
1   9c,11t-18:2-ME 45,8 43,0
  8t,10c-18:2-ME   3,6
2 11c,13t-18:2-ME 10,8 10,6
3 10t,12c-18:2-ME 40,1 39,5
4    9t,11t-18:2-ME   3,3   1,7
 10t,12t-18:2-ME   1,7
a) Innerhalb der cis,trans/trans,cis-Fraktion liegen die Positionsisomeren entweder in der
cis,trans- oder in der trans,cis-Konfiguration oder in beiden Konfigurationen vor
Die Analyse der Reaktionsgemische in Versuch 60 und 61 erfolgte gaschromatographisch.
Eine Unterscheidung zwischen den 9c,11t- und den 8t,10c-18:2-Estern (Peak Nr. 1) und
zwischen den 9t,11t- und den 10t,12t-18:2-Estern (Peak Nr. 4) war dadurch zwar nicht mög-
lich; im Hinblick auf eine qualitative Aussage über die Substratselektivität der Candida cylin-
dracea-Lipase und der Lipase A von Candida antarctica erschien der Analysefehler jedoch
tolerabel.
Die Lipase von Candida cylindracea zeigte bei der Umesterung eines Gemisches konfigura-
tions- und positionsisomerer Octadecadiensäuremethylester mit n-Butanol in n-Hexan eine
deutliche Präferenz für CLA-Methylester mit einer ersten cis-Doppelbindung (9c,11t- und
11c,13t-18:2-ME), indem sie diese schneller umsetzte als die Octadecadiensäureester mit
einer ersten trans-Doppelbindung (9t,11t- und 10t,12c-18:2-ME). Dabei differenzierte die
Candida cylindracea-Lipase weder zwischen dem cis-9, trans-11- und dem cis-11, trans-13-
Octadecadiensäuremethylester, noch unterschied sie zwischen dem trans-9, trans-11- und
dem trans-10, cis-12-Octadecadiensäureester. Nach 6 h war das 10t,12c-18:2-ME-Isomer auf
58% in der Eduktfraktion und das 9c,11t-18:2-ME-Isomer auf 64% in der Produktfraktion
angereichert worden.
Die immobilisierte Lipase A von Candida antarctica differenzierte zwischen allen vier CLA-
Methylester-Isomeren. Dabei bevorzugte die trans-9-selektive Lipase den trans-9, trans-11-
Octadecadiensäureester deutlich gegenüber dem cis-9, trans-11-Fettsäuremethylester und
letzteren deutlich gegenüber den cis-11, trans-13- und trans-10, cis-12-Octadecadiensäure-
estern. Nach 24 h war das 10t,12c-18:2-ME-Isomer auf 66% in der Eduktfraktion und das
9c,11t-18:2-ME-Isomer auf 72% in der Produktfraktion angereichert worden.
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Tabelle 60: Enzymatische Umesterung eines CLA-Methylester-Isomerengemisches mit
n-Butanol in n-Hexan
[Lipase von Candida cylindracea (Fluka): CCL (2)]
Versuch 60
Reaktionszeit (h) 1 2 4 6 24
Umsatz der Fettsäuremethylester a) (%)
9c,11t-18:2-ME 24,7 35,1 53,1 61,7 75,2
11c,13t-18:2-ME 26,0 35,0 54,2 63,5 78,5
10t,12c-18:2-ME   6,0   8,4 16,0 21,2 45,9
9t,11t-18:2-ME   7,8 11,1 18,7 24,1 45,1
Gesamt 16,5 23,2 36,5 44,1 62,3
a) zu den jeweiligen Butylestern
Bedingungen: T = 30°C,  t = 24 h
Ansatz: 500 ml n-Hexan
CLA-ME:   7,4 mg (0,0250 mmol)
Lipase: 38,4 mg
n-Butanol:   3,8 mg (0,0500 mmol)
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Abbildung 98: Zeit/Umsatz-Kurven der enzymatischen Veresterung eines CLA-Methyl-
ester-Isomerengemisches mit n-Butanol in n-Hexan (Versuch 60)
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Tabelle 61: Enzymatische Umesterung eines CLA-Methylester-Isomerengemisches mit
n-Butanol in n-Hexan
[Immobilisierte Lipase A von Candida antarctica: CL-5 (3)]
Versuch 61
Reaktionszeit (h) 2 4 6 8 24
Umsatz der Fettsäuremethylester a) (%)
9c,11t-18:2-ME 12,3 22,4 32,4 42,8 77,0
11c,13t-18:2-ME   3,1   7,4 11,8 14,7 42,9
10t,12c-18:2-ME   0,9   2,1   3,5   4,9 16,7
9t,11t-18:2-ME 64,8 78,8 82,4 82,2 80,1
Gesamt   8,1 14,6 20,3 26,1 49,3
a) zu den jeweiligen Butylestern
Bedingungen: T = 30°C,  t = 24 h
Ansatz: 250 ml n-Hexan
CLA-ME:   3,7 mg (0,0125 mmol)
Lipase: 19,7 mg
n-Butanol:   1,9 mg (0,0250 mmol)
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Abbildung 99: Zeit/Umsatz-Kurven der enzymatischen Veresterung eines CLA-Methyl-
ester-Isomerengemisches mit n-Butanol in n-Hexan (Versuch 61)
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3.5.4 Enzymatische Veresterung eines CLA-Isomerengemisches
Die konsequente Fortsetzung der Untersuchungen zur Selektivität von Lipasen gegenüber
cis/trans- und positionsisomeren konjugierten Octadecadiensäuren und Octadecadiensäure-
estern führte schließlich zu der enzymatischen Veresterung eines kommerziell erhältlichen
CLA-Isomerengemisches (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen) mit n-Butanol in
n-Hexan. Die GC-Analyse (CP Sil-88, 100 ) des verwendeten Isomerengemisches ergab die
folgende Zusammensetzung:
9c,11t-18:2 11c,13t-18:2 10t,12c-18:2 9t,11t-18:2
47,3% 17,4% 33,5% 1,8%
Wie zuvor kamen die Lipase von Candida cylindracea – kurz: CCL (2) – und die immobili-
sierte Lipase A von Candida antarctica – CL-5 (3) – zum Einsatz.
Die Ergebnisse sind in den Tabellen 62 und 63 zusammengefasst und in den Abbildungen 100
und 101 grafisch aufgetragen.
Analog der enzymatischen Umesterung eines CLA-Methylester-Isomerengemisches zeigte die
Lipase von Candida cylindracea bei der Veresterung eines Gemisches konfigurations- und
positionsisomerer Octadecadiensäuren mit n-Butanol in n-Hexan eine deutliche Präferenz für
CLA-Isomere mit einer ersten cis-Doppelbindung (9c,11t- und 11c,13t-18:2), indem sie diese
schneller umsetzte als die Octadecadiensäuren mit einer ersten trans-Doppelbindung (9t,11t-
und 10t,12c-18:2-ME). Darüber hinaus differenzierte die Candida cylindracea-Lipase erneut
nur sehr schlecht zwischen der cis-9, trans-11- und der cis-11, trans-13-Octadecadiensäure
einerseits und der trans-9, trans-11- und der trans-10, cis-12-Octadecadiensäure andererseits.
Nach 1 h war das 10t,12c-18:2- Isomer auf 58% in der Eduktfraktion, das 9c,11t-18:2- Isomer
auf 56% in der Produktfraktion angereichert worden.
Die immobilisierte Lipase A von Candida antarctica war abermals in der Lage, zwischen
allen vier CLA-Isomeren zu differenzieren. Erneut bevorzugte die trans-9-selektive Lipase
die trans-9, trans-11-Octadecadiensäure deutlich gegenüber der cis-9, trans-11-Fettsäure und
letztere deutlich gegenüber den cis-11, trans-13- und trans-10, cis-12-Octadecadiensäuren.
Nach 6 h war das 10t,12c-18:2- Isomer auf 60% in der Eduktfraktion und das 9c,11t-18:2-Iso-
mer auf 67% in der Produktfraktion angereichert worden.
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Tabelle 62: Enzymatische Veresterung eines CLA-Isomerengemisches mit n-Butanol
in n-Hexan
[Lipase von Candida cylindracea (Fluka): CCL (2)]
Versuch 62
Reaktionszeit (min) 30 60 90 120
Umsatz der Fettsäuren a) (%)
9c,11t-18:2 36,4 73,8 85,8 91,6
11c,13t-18:2 41,6 86,2 97,4 99,0
10t,12c-18:2 12,4 34,6 56,9 76,1
9t,11t-18:2 16,2 39,9 58,6 72,0
Gesamt 28,8 62,3 77,7 87,8
a) zu den jeweiligen Butylestern
Bedingungen: T = 30°C,  t = 2 h
Ansatz: 250 ml n-Hexan
CLA: 3,6 mg (0,0125 mmol)
Lipase: 7,6 mg
n-Butanol: 1,9 mg (0,0250 mmol)
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Abbildung 100: Zeit/Umsatz-Kurven der enzymatischen Veresterung eines CLA-Isomeren-
gemisches mit n-Butanol in n-Hexan (Versuch 62)
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Tabelle 63: Enzymatische Veresterung eines CLA-Isomerengemisches mit n-Butanol
in n-Hexan
[Immobilisierte Lipase A von Candida antarctica: CL-5 (3)]
Versuch 63
Reaktionszeit (min) 30 60 90 120 240 360
Umsatz der Fettsäuren a) (%)
9c,11t-18:2   7,1 13,7 21,1 30,5 63,1 86,5
11c,13t-18:2   2,5   4,5   7,2 10,7 29,1 51,5
10t,12c-18:2   1,0   2,1   3,4   5,4 14,9 29,5
9t,11t-18:2 46,9 67,3 77,0 81,2 89,1 87,1
Gesamt   5,1   9,3 13,9 19,8 42,0 62,1
a) zu den jeweiligen Butylestern
Bedingungen: T = 30°C,  t = 6 h
Ansatz: 250 ml n-Hexan
CLA:   3,6 mg (0,0125 mmol)
Lipase: 10,6 mg
n-Butanol:   1,9 mg (0,0250 mmol)
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Abbildung 101: Zeit/Umsatz-Kurven der enzymatischen Veresterung eines CLA-Isomeren-
gemisches mit n-Butanol in n-Hexan (Versuch 63)
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3.6 Selektivität von Lipasen gegenüber weiteren langkettigen, einfach
und mehrfach ungesättigten Fettsäuren und Fettsäureestern in enzym-
katalysierten Reaktionen
3.6.1 Einleitung
Wie die Literaturübersicht (Kapitel 2) belegt, sind langkettige, einfach und mehrfach unge-
sättigte Fettsäuren und ihre Ester beliebte Ausgangs- und Zielverbindungen enzymkataly-
sierter Hydrolysen, Veresterungen und Umesterungen, in denen die Selektivität von Lipasen
zur Synthese und Modifizierung von Fetten und anderen Lipiden genutzt wird. Dabei findet
die Auswahl der Biokatalysatoren jedoch häufig nur nach dem „try and error“-Prinzip statt,
und die Selektivität der Lipasen wird oft nur unter phänomenologischen Gesichtspunkten
betrachtet. Eine systematische Untersuchung der Selektivität von Lipasen in Abhängigkeit
von der Struktur der ungesättigten Substrate, die durch die Kettenlänge und die Konfiguration
und Position der C=C-Doppelbindungen vorgegeben wird, fehlt in vielen Fällen.
Anknüpfend an die bisherigen Untersuchungen zur Selektivität von Lipasen gegenüber konfi-
gurations- und positionsisomeren Octadecensäuren, (konjugierten) Octadecadiensäuren, Octa-
decatriensäuren und ihren Estern, war es gerade der letztgenannte Aspekt, die Abhängigkeit
der Selektivität von Lipasen von der Struktur des Substrats, dem bei der enzymatischen Ver-
esterung weiterer langkettiger Monoen- und Polyenfettsäuren besondere Aufmerksamkeit
gelten sollte.
3.6.2 Enzymatische Veresterung von langkettigen Monoen- und Polyenfettsäuren:
Selektivität der Lipase von Mucor miehei
Der Einfluß der Kettenlänge und der Konfiguration und Position der C=C-Doppelbindungen
von langkettigen Monoen- und Polyenfettsäuren auf die Substratselektivität der Lipase von
Mucor miehei wurde untersucht, indem die in Abbildung 102 aufgelisteten kommerziell
erhältlichen Fettsäuren nacheinander – gemeinsam mit Myristinsäure als Referenzsubstanz –
mit n-Butanol in n-Hexan unter kompetitiven Bedingungen enzymatisch verestert wurden.
Die dabei erzielten Ergebnisse, d.h. die Spezifitätskonstanten der Mucor miehei-Lipase für
jene langkettigen Monoen- und Polyenfettsäuren der D4-D13-Reihe, sind in Abbildung 103
zusammengefasst und – soweit vorhanden – denen für Octadecensäuren bzw. Octadecen-
säureester gegenübergestellt.
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Abbildung 102: Langkettige Monoen- und Polyenfettsäuren der D4-D13-Reihe
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Die all-cis-4,7,10,13,16,19-Docosahexaensäure (DHA) und die all-cis-5,8,11,14,17-Eicosa-
pentaensäure (EPA) gehören zur Klasse der essentiellen w3-Fettsäuren und werden aus Fisch-
ölen,  z.B.  Dorschleberöl,  gewonnen.  Sie  sind  –  ebenso  wie  die  all-cis-6,9,12-Octadecatrien-
säure (g-Linolensäure), eine essentielle w6-Fettsäure, die z.B. aus Borretschöl oder Nacht-
kerzenöl gewonnen werden kann – ernährungsphysiologisch von Bedeutung und werden aus
den Fettsäuregemischen der natürlichen Öle mit Hilfe geeigneter, d.h. selektiver Lipasen im
technischen Maßstab angereichert. Als Fettsäurekonzentrate oder in Form von strukturierten
Triglyceriden und Designerlipiden werden jene langkettigen, mehrfach ungesättigten w3- und
w6-Fettsäuren sowohl im diätetisch-pharmazeutischen Bereich („Nutraceuticals“) als auch im
kosmetischen Bereich („Cosmeceuticals“) eingesetzt.
Während die Lipase von Mucor miehei die Polyenfettsäuren mit einer ersten cis-4- oder cis-6-
Doppelbindung, d.h. die Docosahexaensäure bzw. die g-Linolensäure, deutlich diskriminierte
(1/a = 0,02 bzw. 0,03), zeigte jenes Enzym mit einer Spezifitätskonstanten von 0,23 eine ver-
gleichsweise hohe Akzeptanz für die Eicosapentaensäure. Die Spezifitätskonstanten für die
beiden D6-Fettsäuren, die g-Linolensäure und die Petroselinsäure, waren nahezu identisch
(1/a = 0,03 bzw. 0,04) und wiesen darauf hin, daß die Selektivität der Lipase von Mucor
miehei gegenüber Monoen- und Polyenfettsäuren gleicher Kettenlänge und Konfiguration und
Position der ersten Doppelbindung wie zuvor im Falle der cis/trans-isomeren 9-Octadecen-,
9-Octadecadien- und 9-Octadecatriensäuren sowie ihrer Ester unabhängig von der Anzahl der
Doppelbindungen und damit vom Grad der Ungesättigtheit war.
Die Spezifitätskonstante der Mucor miehei-Lipase für die all-cis-7,10,13,16-Docosatetraen-
säure fiel mit 0,35 geringer aus als jene für die cis-7-Octadecensäure (1/a = 0,55) und ließ die
Vermutung zu, daß die Selektivität jenes Enzyms zwar nicht vom Grad der Ungesättigtheit,
wohl aber von der Kettenlänge des Fettsäuresubstrats beeinflusst wird – eine Vermutung, die
sich im Falle der D11-Fettsäuren, d.h. der cis-11, cis-14-Eicosadiensäure (1/a = 0,80) und der
cis-11-Octadecensäure (1/a = 0,90), bestätigte.
Die Spezifitätskonstanten der Lipase von Mucor miehei für  die  all-cis-8,11,14-Eicosatrien-
säure (Homo-g-Linolensäure) und für den cis-8-Octadecensäuremethylester waren nicht nur
nahezu identisch (1/a = 0,08 bzw. 0,06), sondern auch ein Hinweis darauf, daß jener Bio-
katalysator neben Fettsäuren mit einer ersten cis-4- oder cis-6-Doppelbindung auch Substrate
mit einer cis-8-Doppelbindung sehr streng diskriminierte.
Wie zu erwarten, waren die Spezifitätskonstanten für die cis-13, cis-16-Docosadiensäure und
die cis-13-Docosensäure (Erucasäure) – gleiche Kettenlänge, gleiche Konfiguration und Posi-
tion der ersten C=C-Doppelbindung – nahezu identisch (1/a = 0,60 bzw. 0,62) und ein erneu-
ter Hinweis auf die Unabhängigkeit der Selektivität der Mucor miehei-Lipase vom Grad der
Ungesättigheit des Substrats. Eine im Vergleich zur Spezifitätskonstanten für Erucasäure nur
unwesentlich größere Konstante für die trans-13-Docosensäure (Brassidinsäure) deutete an,
daß die Lipase von Mucor miehei nicht zwischen den cis/trans-isomeren Docosensäuren
differenzieren konnte.
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Abbildung 103: Spezifitätskonstanten der Lipase von Mucor miehei für langkettige Monoen-
und Polyenfettsäuren sowie Monoenfettsäureester der D4-D13-Reihe
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3.6.3 Enzymatische Veresterung von langkettigen Monoen- und Polyenfettsäuren:
Selektivität der Lipase B von Candida antarctica (Chirazyme L-2)
Bei der enzymatischen Veresterung von cis- und trans-6-Octadecensäure (Petroselin- bzw.
Petroselaidinsäure) mit n-Butanol in n-Hexan (Kapitel 3.3.7) hatte die Lipase B von Candida
antarctica eine Sonderstellung in der Reihe der untersuchten Biokatalysatoren eingenommen,
indem sie die cis-6-Octadecensäure nicht wie alle anderen Lipasen deutlich diskriminierte,
sondern – ganz im Gegenteil – sehr wohl als Substrat akzeptierte, resultierend in einer Spezi-
fitätskonstanten von 0,80. Zudem akzeptierte die Lipase B von Candida antarctica im Gegen-
satz zu anderen Lipasen auch Substrate mit einer cis-8-Doppelbindung, wie die enzymatische
Umesterung von cis- und trans-8-Octadecensäuremethylester mit n-Butanol in n-Hexan ge-
zeigt hatte (Kapitel 3.3.11). Insofern entsprach die Lipase B von Candida antarctica nicht der
in verschiedenen Publikationen aufgestellten Hypothese, daß Lipasen Fettsäuren und deren
Derivate mit einer ersten cis-4-, cis-6- oder cis-8-Doppelbindung sehr stark diskriminieren.
Anknüpfend an die bisherigen Ergebnisse wurden nachfolgend weitere langkettige Monoen-
und Polyenfettsäuren mit einer ersten cis-4-, cis-6- oder cis-8-Doppelbindung – nacheinander
und gemeinsam mit Myristinsäure als Referenzsubstrat – mit n-Butanol in n-Hexan verestert.
Die dabei ermittelten Spezifitätskonstanten der Lipase B von Candida antarctica –
Chirazyme L-2 – sind in der Abbildung 104 zusammengefasst und noch einmal denjenigen
für cis-6-Octadecensäure und cis-8-Octadecensäuremethylester gegenübergestellt.
Eine Spezifitätskonstante von 0,25 für die all-cis-4,7,10,13,16,19-Docosahexaensäure wies
darauf hin, daß die Candida antarctica-Lipase B Fettsäuren mit einer cis-4-Doppelbindung
sehr wohl als Substrate akzeptierte –  ganz im Gegensatz zur Mucor miehei-Lipase,  die  die
Docosahexaensäure sehr streng diskriminierte (1/a = 0,02 ;  Kapitel 3.6.2).
Fiel die Spezifitätskonstante der Candida antarctica-Lipase B für Petroselinsäure mit 0,80
bereits sehr groß aus, so war die Spezifitätskonstante jenes Biokatalysators für die g-Linolen-
säure noch größer (1/a = 1,04) und somit ein Indiz für die außergewöhnlich hohe Akzeptanz
von Substraten mit einer cis-6-Doppelbindung.
Die Spezifitätskonstanten für die cis-8-Eicosensäure (1/a = 0,23), die all-cis-8,11,14-Eicosa-
triensäure (1/a = 0,34) und den cis-8-Octadecensäuremethylester (1/a = 0,28) unterschieden
sich nur geringfügig voneinander und waren allesamt deutlich größer als z.B. die Konstanten
der Lipase von Mucor miehei für die Homo-g-Linolensäure (1/a = 0,08) oder den cis-8-Octa-
decensäuremethylester (1/a = 0,06). Die Lipase B von Candida antarctica akzeptierte somit
neben Fettsäuren mit einer cis-4- und cis-6-Doppelbindung auch Substrate mit einer cis-8-
Doppelbindung.
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Abbildung 104: Spezifitätskonstanten der Lipase B von Candida antarctica (Chirazyme L-2)
für langkettige Monoen- und Polyenfettsäuren sowie Monoenfettsäureester
mit einer ersten cis-Doppelbindung in der D4-, D6- oder D8-Position
Die außergewöhnlich hohe Akzeptanz von langkettigen Monoen- und Polyenfettsäuren mit
einer ersten cis-4-, cis-6- oder cis-8-Doppelbindung, insbesondere die deutliche Präferenz der
Candida antarctica-Lipase B für die g-Linolensäure, sollte nachfolgend am Beispiel der enzy-
matischen Umesterung eines synthetischen 50:50-Gemisches von all-cis-4,7,10,13,16,19-
Docosahexaensäure und all-cis-6,9,12-Linolensäure mit n-Butanol in n-Hexan bestätigt wer-
den.
Die Ergebnisse sind in der Tabelle 64 zusammengefasst und in der Abbildung 105 grafisch
aufgetragen.
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Tabelle 64: Enzymatische Veresterung von Docosahexaensäure und g-Linolensäure
(50:50-Gemisch) mit n-Butanol in n-Hexan
[Lipase B von Candida antarctica: CL-2]
Versuch 64
Reaktionszeit (min) 20 40 60 90 120 180
Umsatz der Fettsäuren a) (%)
4c,7c,10c,13c,16c,19c-22:6   6,1 11,6 17,7 28,3 38,8 62,3
6c,9c,12c-18:3 22,7 41,5 58,0 77,5 89,1 97,0
Gesamt 14,7 26,9 37,1 52,3 64,2 80,4
Zusammensetzung der Eduktfraktion (Gew.-%)
4c,7c,10c,13c,16c,19c-22:6 52,3 59,0 67,8 77,0 84,6 92,0
6c,9c,12c-18:3 47,7 41,0 32,2 23,0 15,4   8,0
Zusammensetzung der Produktfraktion (Gew.-%)
4c,7c,10c,13c,16c,19c-22:6-BE 19,7 21,1 24,7 27,8 29,8 37,1
6c,9c,12c-18:3-BE 80,3 78,9 75,3 72,2 70,2 62,9
a) zu den jeweiligen Butylestern
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Abbildung 105: Zeit/Umsatz-Kurven der enzymatischen Veresterung von Docosahexaen-
säure und g-Linolensäure mit n-Butanol in n-Hexan (Versuch 64)
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Versuch 64: Bedingungen: T = 30°C,  t = 3 h
Ansatz: 250 ml n-Hexan
Docosahexaensäure: 2,1 mg (0,006 mmol)
g-Linolensäure: 1,7 mg (0,006 mmol)
Lipase: 3,9 mg
n-Butanol: 1,9 mg (0,025 mmol)
Bei der enzymatischen Veresterung eines synthetischen 50:50-Gemisches von Docosahexaen-
säure und g-Linolensäure mit n-Butanol in n-Hexan wurden beide Polyenfettsäuren von der
Candida antarctica-Lipase B als Substrate akzeptiert und zügig umgesetzt. Dabei zeigte
Chirazyme L-2 jedoch eine deutliche Präferenz für die all-cis-6,9,12-Octadecatriensäure, die
zu einer Anreicherung der g-Linolensäure in der Produktfraktion und einer Fraktionierung der
Eduktfraktion zugunsten der Docosahexaensäure führte. Nach einer Reaktionszeit von 2 h und
einem  Gesamtumsatz  von  64%  betrug  der  Anteil  der  all-cis-4,7,10,13,16,19-Docosahexaen-
säure an der Eduktfraktion bereits 85% und der Anteil der all-cis-6,9,12-Octadecatriensäure
an der Produktfraktion 70%.
3.6.4 Enzymatische Veresterung von langkettigen Monoen- und Polyenfettsäuren:
Selektivitäten der Lipase von Candida cylindracea und der immobilisierten
Lipase A von Candida antarctica
Zunächst wurde die Selektivität der Lipase von Candida cylindracea – kurz: CCL (2) – und
der  immobilisierten  Lipase  A  von Candida antarctica – CL-5 (3) – gegenüber langkettigen
Monoenfettsäuren und Monoenfettsäureestern mit einer cis-8-Doppelbindung bestimmt,
indem man die cis-8-Eicosensäure gemeinsam mit Myristinsäure als Referenzsubstrat mit
n-Butanol in n-Hexan unter kompetitiven Bedingungen enzymatisch veresterte und die
Spezifitätskonstanten der Lipasen für cis-8-Eicosensäure mit denen für cis-8-Octadecen-
säuremethylester (Kapitel 3.3.11) verglich.
Eine entsprechende Gegenüberstellung der Spezifitätskonstanten zeigt Abbildung 106.
Spezifitätskonstanten zwischen 0,03 und 0,06 für cis-8-Eicosensäure und cis-8-Octadecen-
säuremethylester wiesen darauf hin, daß sowohl die Lipase von Candida cylindracea als auch
die Candida antarctica-Lipase A – ganz im Gegensatz zur Candida antarctica-Lipase B – un-
gesättigte Fettsäuren und Fettsäureester mit einer cis-8-Doppelbindung sehr streng diskrimi-
nierten – und zwar unabhängig von der Kettenlänge der jeweiligen cis-8-Monoenfettsäure.
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Abbildung 106: Spezifitätskonstanten von Lipasen für langkettige Monoenfettsäuren und
Monoenfettsäureester mit einer cis-8-Doppelbindung
Der Einfluß der Kettenlänge auf die Substratselektivität der Lipase von Candida cylindracea
und der Lipase A von Candida antarctica wurde anschließend mit Hilfe der in Abbildung 107
dargestellten, kommerziell erhältlichen cis/trans-isomeren D9-Monoenfettsäuren unterschied-
licher Kettenlänge untersucht, indem man Myristoleinsäure (9c-14:1), Myristelaidinsäure
(9t-14:1), Palmitoleinsäure (9c-16:1) und Palmitelaidinsäure (9t-16:1) nacheinander – jeweils
gemeinsam mit Myristinsäure als Referenzsubstrat – mit n-Butanol in n-Hexan unter kompeti-
tiven Bedingungen enzymatisch veresterte und die so ermittelten Spezifitätskonstanten mit
denjenigen für Ölsäure und Elaidinsäure (Kapitel 3.3.2) verglich.
Eine entsprechende Zusammenstellung von Spezifitätskonstanten der Lipase von Candida
cylindracea und der Lipase A von Candida antarctica zeigt Abbildung 108.
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Abbildung 107: cis/trans-isomere D9-Monoenfettsäuren unterschiedlicher Kettenlänge
Die Lipase von Candida cylindracea katalysierte die Veresterung von Myristoleinsäure,
Palmitoleinsäure und Ölsäure mit n-Butanol in n-Hexan ca. 3-4-mal schneller als die ent-
sprechende Umsetzung ihrer jeweiligen trans-9-isomeren Monoenfettsäure. Das Maß der
Substratselektivität der Candida cylindracea-Lipase – berechnet als Quotient der Spezifitäts-
konstanten für die cis-9 und die isomere trans-9-Monoenfettsäure gleicher C-Zahl – war folg-
lich unabhängig von der Kettenlänge.
Im Gegensatz dazu wurde die Größe der Spezifitätskonstanten durchaus von der Kettenlänge
der Monoenfettsäuren beeinflusst. Sowohl in der Reihe der cis-9-Monoenfettsäuren als auch
in der Reihe der trans-9-Monoenfettsäuren wurde die größte Spezifitätskonstante für die
Hexadecensäure gemessen, gefolgt von der Tetradecensäure und der Octadecensäure. Aus den
Spezifitätskonstanten der Lipase von Candida cylindracea ließ sich darüber hinaus ableiten,
daß Myristoleinsäure und Myristelaidinsäure etwa doppelt so schnell umgesetzt werden wie
Ölsäure bzw. Elaidinsäure.
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Abbildung 108: Spezifitätskonstanten von Lipasen für cis/trans-isomere D9-Monoen-
fettsäuren unterschiedlicher Kettenlänge
Während die immobilisierte Candida antarctica-Lipase A die Myristoleinsäure (1/a = 0,07),
Palmitoleinsäure (1/a = 0,06) und Ölsäure (1/a = 0,05) sehr streng diskriminierte, akzeptierte
sie die trans-9-Monoenfettsäuren – in Abhängigkeit von der Kettenlänge – mit außerordent-
lich hohen Selektivitäten als Substrate.
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In der Reihe der trans-9-Monoenfettsäuren wurde die größte Spezifitätskonstante für die
Myristelaidinsäure (1/a = 3,04), die kleinste für die Elaidinsäure (1/a = 0,76) bestimmt.
Immobilisiertes Chirazyme L-5 veresterte Myristelaidinsäure 43-mal schneller als Myrist-
oleinsäure, Palmitelaidinsäure 22-mal schneller als Palmitoleinsäure und Elaidinsäure 15-mal
schneller als Ölsäure. Diese Ergebnisse waren einmal mehr Beweis für die außergewöhnlich
hohe trans-9-Selektivität der Lipase A von Candida antarctica.
Anknüpfend an die Untersuchungen zur Selektivität der Lipase von Candida cylindracea und
der Lipase A von Candida antarctica gegenüber cis/trans-isomeren D9-Monoenfettsäuren
unterschiedlicher Kettenlänge wurde nachfolgend ihre Selektivität gegenüber konfigurations-
isomeren D10-Monoenfettsäuren und D10-Monoenfettsäureestern unterschiedlicher C-Zahl
(Abbildung 109) bestimmt. Dazu wurden kommerziell erhältliche Monoenfettsäuren – alle-
samt übrigens mit ungeradzahliger Kettenlänge – nacheinander und gemeinsam mit Myristin-
säure mit n-Butanol in n-Hexan enzymatisch verestert. Zum Vergleich sind die erzielten
Ergebnisse in Abbildung 110 den Spezifitätskonstanten jener Lipasen für cis- und trans-10-
Octadecensäuremethylester (Kapitel 3.3.6) gegenübergestellt.
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Abbildung 109: cis/trans-isomere D10-Monoenfettsäuren und D10-Monoenfettsäureester
unterschiedlicher Kettenlänge
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Abbildung 110: Spezifitätskonstanten von Lipasen für cis/trans-isomere D10-Monoen-
fettsäuren und D10-Monoenfettsäureester unterschiedlicher Kettenlänge
Die Spezifitätskonstanten der Lipase von Candida cylindracea für cis-10-Pentadecensäure,
cis-10-Heptadecensäure, cis-10-Octadecensäuremethylester und cis-10-Nonadecensäure lagen
allesamt zwischen 0,18 und 0,26 und damit in der selben Größenordnung. Die Selektivität
jenes Biokatalysators gegenüber cis-10-Monoenfettsäuren und cis-10-Monoenfettsäureestern
war somit unabhängig von der Kettenlänge.
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Die Spezifitätskonstanten der Lipase von Candida cylindracea für trans-10-Pentadecensäure
(1/a = 1,15), trans-10-Heptadecensäure (1/a = 1,04) und trans-10-Octadecensäuremethylester
(1/a = 0,94) unterschieden sich ebenfalls kaum voneinander, so daß auch ihre Selektivität
gegenüber trans-10-Monoenfettsäuren und trans-10-Monoenfettsäureestern von der C-Zahl
des Substrats unabhängig war.
Desweiteren stellte die Lipase von Candida cylindracea ihre trans-10-Selektivität nicht nur
gegenüber cis/trans-isomeren 10-Octadecensäureestern (Kapitel 3.3.6), sondern auch gegen-
über konfigurationsisomeren 10-Pentadecen- und 10-Heptadecensäuren unter Beweis. In allen
drei Fällen (15:1, 17:1, 18:1) wurde das trans-10-Isomer ca. 4-5-mal schneller umgesetzt als
das cis-10-Isomer.
Die Spezifitätskonstanten der immobilisierten Lipase A von Candida antarctica für die
cis-10-Monoenfettsäuren und den cis-10-Octadecensäureester lagen in Abhängigkeit von der
Kettenlänge zwischen 0,25 und 0,45. Die Größe der Spezifitätskonstanten für die einfach
ungesättigten trans-10-Fettsäuren und den trans-10-Octadecensäureester hingen ebenfalls von
der C-Zahl der Substrate ab. Die größte Spezifitätskonstante wurde für die trans-10-Pentade-
censäure (1/a = 2,38), die kleinste für den trans-10-Octadecensäuremethylester (1/a = 1,21)
bestimmt.
Wie bereits bei der Umesterung von cis/trans-isomeren 10-Octadecensäuremethylestern im
Kapitel 3.3.6 gezeigt werden konnte, bevorzugte Chirazyme L-5 auch bei der Veresterung der
konfigurationsisomeren 10-Pentadecensäuren bzw. 10-Heptadecensäuren das trans-Isomer
gegenüber dem cis-Isomer als Substrat und veresterte die trans-10-Monoenfettsäure ca. 5-6-
mal schneller als die entsprechende cis-10-Monoenfettsäure gleicher Kettenlänge.
Die Arbeiten zur Substratselektivität der Lipase von Candida cylindracea und der immobili-
sierten  Lipase  A  von Candida antarctica wurden mit der enzymatischen Veresterung von
Erucasäure (13c-22:1) und Brassidinsäure (13t-22:1) mit n-Butanol in n-Hexan fortgesetzt.
Die dabei ermittelten Spezifitätskonstanten sind in Abbildung 111 angegeben und denjenigen
für cis- und trans-13-Octadecensäuremethylester (Kapitel 3.3.14) gegenübergestellt.
Wie bei den cis/trans-isomeren 13-Octadecensäuremethylestern (Kapitel 3.3.14) besaß die
Lipase von Candida cylindracea auch im Falle der konfigurationsisomeren 13-Docosensäuren
eine nur ungleich größere Spezifitätskonstante für das trans-Isomer im Vergleich zur Spezifi-
tätskonstanten für das cis-Isomer. Somit erwies sich die Lipase von Candida cylindracea
nicht nur als unselektiv gegenüber cis- und trans-13-Octadecensäuremethylester, sondern
auch gegenüber Erucasäure und Brassidinsäure.
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Abbildung 111: Spezifitätskonstanten von Lipasen für cis/trans-isomere D13-Monoen-
fettsäuren und D13-Monoenfettsäureester unterschiedlicher Kettenlänge
Bei der enzymatischen Umesterung von konfigurationsisomeren 13-Octadecensäuremethyl-
estern mit n-Butanol in n-Hexan (Kapitel 3.3.14) hatte die Lipase A von Candida antarctica
den cis-13-Octadecensäureester gegenüber dem trans-Fettsäureester deutlich bevorzugt – ein
insofern überraschendes Ergebnis, als daß jener Biokatalysator zuvor in sämtlichen enzym-
katalysierten Reaktionen von Octadecensäuren und Octadecensäurestern der D6-D12-Reihe
stets das trans-Isomer gegenüber dem cis-Isomer bevorzugt hatte.
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Am Beispiel der lipasekatalysierten Veresterung von Erucasäure und Brassidinsäure mit
n-Butanol in n-Hexan konnte nun die ungewöhnliche cis-13-Selektivität von Chirazyme L-5
verifiziert werden.
Während die Spezifitätskonstante für die trans-13-Docosensäure lediglich 0,05 betrug und die
Lipase A von Candida antarctica die Brassidinsäure sehr streng diskriminierte, wurde für die
cis-13-Docosensäure eine Konstante von 0,29 bestimmt. Somit katalysierte Chirazyme L-5
die Veresterung der Erucasäure mit n-Butanol in n-Hexan ca. 6-mal schneller als die ent-
sprechende Umsetzung der trans-13-Octadecensäure – folglich ein erneuter Beweis für die
cis-13-Selektivität der Candida antarctica-Lipase A.
Abschließend wurde die Selektivität der Lipase von Candida cylindracea und der immobili-
sierten Lipase A von Candida antarctica gegenüber langkettigen D14- und D15-Monoenfett-
säuren bestimmt, indem man die in der Abbildung 112 dargestellte cis-14-Tricosensäure,
trans-14-Tricosensäure und cis-15-Tetracosensäure (Nervonsäure) nacheinander – jeweils
gemeinsam mit Myristinsäure – mit n-Butanol in n-Hexan unter kompetitiven Bedingungen
enzymatisch veresterte.
Die Spezifitätskonstanten der beiden Lipasen für die D14- und D15-Monoenfettsäuren sind in
der Abbildung 113 dargestellt.
D14
cis-14-Tricosensäure
cis-14 O
OH
trans-14-Tricosensäure
trans-14 O
OH
D15
cis-15-Tetracosensäure (Nervonsäure)
O
OH
cis-15
Abbildung 112: Langkettige Monoenfettsäuren der D14-D15-Reihe
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Chirazyme L-5 (3)
Abbildung 113: Spezifitätskonstanten von Lipasen für langkettige Monoenfettsäuren der
D14-D15-Reihe
Spezifitätskonstanten von 0,51 und 0,59 für die cis- bzw. trans-14-Tricosensäure deuteten an,
daß die Lipase von Candida cylindracea die konfigurationsisomeren Tricosensäuren zwar als
Substrate akzeptierte, jedoch nicht zwischen ihnen differenzieren konnte.
Im Gegensatz dazu konnte die Lipase A von Candida antarctica sehr wohl zwischen den kon-
figurationsisomeren Tricosensäuren unterscheiden. Während Chirazyme L-5 die cis-14-Tri-
cosensäure sehr streng diskriminierte (1/a = 0,07), akzeptierte sie die trans-14-Tricosensäure
als Substrat (1/a = 0,39) und veresterte letztere Monoenfettsäure 5-6-mal schneller als die
cis-14-Tricosensäure.
Während die Candida antarctica-Lipase A die cis-15-Tetracosensäure streng diskriminierte
(1/a = 0,11), akzeptierte die Lipase von Candida cylindracea die Nervonsäure sehr wohl als
Substrat (1/a = 0,52). Allerdings war die Candida cylindracea-Lipase nicht mehr in der Lage,
zwischen den drei langkettigen Monoenfettsäuren der D14-D15-Reihe zu differenzieren.
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4. Zusammenfassung
Die Bestimmung der Selektivität von Lipasen gegenüber Fettsäuren, die sich lediglich in der
cis/trans-Konfiguration ihrer C=C-Doppelbindung(en) unterscheiden, stand im Mittelpunkt
der vorliegenden Dissertation und war die Voraussetzung für die anschließende Nutzung von
Lipasen zur Anreicherung spezieller Fettsäuren aus natürlichen Fetten und Ölen oder Fett-
säuregemischen.
Selektivität von Lipasen gegenüber Ölsäure und Elaidinsäure (Enzymscreening)
Um  beurteilen  zu  können,  ob  Lipasen  selektiv  zwischen  Fettsäuren  differenzieren,  die  sich
nur in der cis/trans-Konfiguration ihrer C=C-Doppelbindung unterscheiden, wurde zunächst
ein umfangreiches Enzymscreening mit 39 Lipasen von Mikroorganismen, Pflanzen und tie-
rischem Gewebe durchgeführt.
Am Beispiel der enzymatischen Veresterung von Ölsäure (cis-9-Octadecensäure) und Elaidin-
säure (trans-9-Octadecensäure) mit n-Butanol in n-Hexan wurde nach der Methode von Rang-
heard et al. [182] die Selektivität der Lipasen gegenüber den cis/trans-isomeren 9-Octadecen-
säuren mit Hilfe sogenannter Spezifitätskonstanten quantitativ bestimmt.
Während sich eine Vielzahl der eingesetzten Biokatalysatoren – darunter z.B. die Candida
antarctica-Lipase B und Pseudomonas-Lipasen unterschiedlicher Herkunft – als sehr unselek-
tiv erwiesen, katalysierten die Lipasen von Aspergillus niger, Aspergillus oryzae, Candida
cylindracea, Humicola lanuginosa, Mucor miehei, Rhizomucor miehei, Rhizopus arrhizus und
Rhizopus delemar die Veresterung der Ölsäure 3-4-mal schneller als die entsprechende Reak-
tion der Elaidinsäure und zeichneten sich somit eindeutig durch ihre cis-9-Selektivität aus.
Eine Sonderstellung in der Reihe der untersuchten Biokatalysatoren nahm die Lipase A von
Candida antarctica – Chirazyme L-5 (Roche Diagnostics) – ein, indem sie hochselektiv die
Elaidinsäure gegenüber der Ölsäure als Substrat bevorzugte. So katalysierte die immobilisier-
te Candida antarctica-Lipase A die Veresterung der trans-9-Octadecensäure ca. 15-mal
schneller als die entsprechende Reaktion der cis-9-Octadecensäure.
Die cis-9-Selektivität der Lipase von Candida cylindracea und die trans-9-Selektivität der
Lipase A von Candida antarctica – Chirazyme L-5 – wurden nicht nur bei der enzymatischen
Veresterung von Ölsäure und Elaidinsäure mit n-Butanol in n-Hexan beobachtet, sondern
auch bei der enzymatischen Umesterung von cis-9- und trans-9-Octadecensäuremethylester
mit n-Butanol in n-Hexan bestätigt.
Zusammenfassung
184
Selektivität von Lipasen gegenüber weiteren cis/trans-isomeren Octadecensäuren
Im Anschluß an das Enzymscreening wurde die Bestimmung der Substratselektivität für die
Lipase von Candida cylindracea und die Lipase A von Candida antarctica systematisch auf
cis/trans-isomere Octadecensäuren und Octadecensäureester mit der Doppelbindung in der
D6-, D7-, D8-, D10-, D11-, D12- und D13-Position erweitert – eine Untersuchung, die in dieser
Form bisher noch nicht in der Literatur beschrieben worden ist.
Zudem wurde für einige weitere Lipasen, z.B. die Lipase von Mucor miehei und die Lipase B
von Candida antarctica, eine Bestimmung ihrer Selektivität gegenüber ausgewählten konfi-
gurations- und positionsisomeren Octadecensäuren und Octadecensäureestern der D6-D13-
Reihe vorgenommen.
Bei der enzymatischen Veresterung und Umesterung von konfigurationsisomeren Octadecen-
säuren bzw. Octadecensäuremethylestern der D6-D11-Reihe mit n-Butanol in n-Hexan bevor-
zugte die Lipase von Candida cylindracea abwechselnd, in Abhängigkeit von der Position der
C=C-Doppelbindung, entweder die trans-Octadecensäure bzw. den trans-Octadecensäureester
(geradzahlige Doppelbindungsposition: D6, D8, D10) oder die cis-Octadecensäure (ungerad-
zahlige Doppelbindungsposition: D7, D9, D11). Eine sukzessive Verschiebung der Doppel-
bindung von der D6- in die D11-Position bedeutete somit einerseits einen ständigen Wechsel
zwischen cis- und trans-Selektivität; andererseits nahm mit der Verschiebung der Doppel-
bindung innerhalb der Kohlenstoffkette in Richtung Kettenende das Vermögen der Lipase von
Candida cylindracea ab, zwischen den cis/trans-isomeren Octadecensäuren und Octadecen-
säureestern zu differenzieren. Fiel die Bevorzugung der cis-Fettsäure bei der enzymatischen
Veresterung der konfigurationsisomeren 11-Octadecensäuren bereits relativ gering aus, so
erwies sich die Lipase von Candida cylindracea im Falle der cis/trans-isomeren 12-Octa-
decensäuren gar als unselektiv. Bei der enzymatischen Umesterung der konfigurationsisome-
ren 13-Octadecensäuremethylester zeigte die Candida cylindracea-Lipase schließlich eine,
wenngleich geringe, Präferenz für den trans-Fettsäureester.
Neben der Lipase von Candida cylindracea erwies sich auch die Lipase von Mucor miehei als
trans-selektiv gegenüber Octadecensäuren und Octadecensäureestern mit geradzahliger Posi-
tion der C=C-Doppelbindung (D6, D8) und als cis-selektiv gegenüber Octadecensäuren mit
ungeradzahliger Doppelbindungsposition (D7, D9, D11). Das Vermögen der Mucor miehei-
Lipase, zwischen den konfigurationsisomeren Monoenfettsäuren und Monoenfettsäureestern
zu unterscheiden, war besonders ausgeprägt im Falle der Octadecensäuren und Octadecen-
säureester mit der C=C-Doppelbindung in der D6-, D7- und D8-Position. So veresterte jener
Biokatalysator die trans-6-Octadecensäure (Petroselaidinsäure) 13-14-mal schneller als die
cis-6-Octadecensäure (Petroselinsäure) und die cis-7-Octadecensäure 5-6-mal schneller als
die trans-7-Octadecensäure. Die Umesterung des trans-8-Octadecensäuremethylesters mit
n-Butanol in n-Hexan katalysierte die Lipase von Mucor miehei sogar 30-mal schneller als die
entsprechende Reaktion des cis-8-Octadecensäureesters.
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Bei der Veresterung der konfigurationsisomeren 12-Octadecensäuren erwies sich die Mucor
miehei-Lipase – ebenso wie zuvor die Lipase von Candida cylindracea – als unselektiv.
Die Lipase B von Candida antarctica war zwar nicht in der Lage, zwischen cis/trans-isome-
ren Octadecensäuren und Octadecensäureestern mit der C=C-Doppelbindung in der D6-, D7-,
D8-, D9-, D11- und D12-Position zu differenzieren. Gleichwohl lieferten die Untersuchungen
einige bemerkenswerte Ergebnisse. Denn im Gegensatz zu allen anderen getesteten Lipasen
akzeptierte die Lipase B von Candida antarctica bei der enzymatischen Veresterung von
Petroselinsäure und Petroselaidinsäure mit n-Butanol in n-Hexan nicht nur die trans-6-Octa-
decensäure als Substrat, sondern auch die cis-6-Octadecensäure. Zudem wurde bei der enzy-
matischen Umesterung von cis- und trans-8-Octadecensäuremethylester mit n-Butanol in
n-Hexan deutlich, daß die Lipase B von Candida antarctica Fettsäureester mit einer trans-8-
und einer cis-8-Doppelbindung gleichermaßen als Substrate akzeptierte. Insofern widerlegte
die Bestimmung der Substratselektivität der Candida antarctica-Lipase B die in der Literatur
häufig vertretene Meinung, daß Lipasen Fettsäuren und deren Derivate mit einer ersten cis-6-
oder cis-8-Doppelbindung sehr stark diskriminieren.
Die Lipase A von Candida antarctica – Chirazyme L-5 – unterschied sich nicht nur im
Enzymscreening bei der Veresterung von Ölsäure und Elaidinsäure aufgrund ihrer trans-9-
Selektivität von allen anderen eingesetzten Biokatalysatoren. Seine Sonderstellung in der
Reihe der untersuchten Lipasen stellte Chirazyme L-5 vielmehr auch bei Veresterungen und
Umesterungen weiterer konfigurationsisomerer Octadecensäuren bzw. Octadecensäureester
der D6-D13-Reihe unter Beweis, indem es – unabhängig von der Doppelbindungsposition –
das trans-Isomer gegenüber dem cis-Isomer als Substrat bevorzugte. Eine Ausnahme dieser
ansonsten strengen trans-Selektivität zeigte die Lipase A von Candida antarctica lediglich
bei der enzymatischen Umesterung von cis- und trans-13-Octadecensäuremethylester mit
n-Butanol in n-Hexan. Während Chirazyme L-5 den trans-Fettsäureester sehr stark diskrimi-
nierte, akzeptierte es den cis-13-Octadecensäureester sehr wohl als Substrat und katalysierte
die Umsetzung des cis-Fettsäureesters 8-mal schneller als die Umesterung des trans-13-Octa-
decensäureesters.
Selektivität von Lipasen gegenüber Linolsäure und Linolensäure sowie ihren cis/trans-
isomeren Octadecadien- bzw. Octadecatriensäuren
Die Bestimmung der Selektivität von Lipasen gegenüber cis- und trans-Fettsäuren blieb nicht
allein auf Octadecensäuren beschränkt, sondern am Beispiel der enzymatischen Veresterung
von Linolsäure (cis-9, cis-12-Octadecadiensäure) und Linolelaidinsäure (trans-9, trans-12-
Octadecadiensäure) sowie Linolensäure (cis-9, cis-12, cis-15-Octadecatriensäure) und Lino-
lenelaidinsäure (trans-9, trans-12, trans-15-Octadecatriensäure) mit n-Butanol um Dien- bzw.
Trienfettsäuren mit einer (ersten) C=C-Doppelbindung in der D9-Position erweitert.
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Zum Einsatz kamen dabei die Lipasen von Candida cylindracea und Mucor miehei, ein
Gemisch der Lipasen A und B von Candida antarctica und die (immobilisierte) Lipase A von
Candida antarctica – Chirazyme L-5.
Die Lipasen von Candida cylindracea und Mucor miehei zeigten eine deutliche Präferenz für
ungesättigte Fettsäuren mit einer (ersten) cis-9-Doppelbindung, indem sie die Veresterung
von Ölsäure, Linolsäure und Linolensäure mit n-Butanol in n-Hexan ca. 3-4-mal schneller
katalysierten als die entsprechende Umsetzung ihrer all-trans-Isomeren. Während die Lipase
von Mucor miehei jedoch die Veresterungen von Ölsäure, Linolsäure und Linolensäure einer-
seits und von Elaidinsäure, Linolelaidinsäure und Linolenelaidinsäure andererseits nahezu
gleich schnell katalysierte, nahmen die Reaktionsgeschwindigkeiten im Falle der Lipase von
Candida cylindracea mit dem Grad der Ungesättigtheit zu.
Das Gemisch der Lipasen A und B von Candida antarctica – CAL (1) –, das sich bereits im
Enzymscreening als unselektiv gegenüber Ölsäure und Elaidinsäure erwiesen hatte, besaß
vergleichbare Spezifitätskonstanten für sämtliche cis- und trans-Fettsäuren und konnte somit
nicht zwischen den konfigurationsisomeren 9-Octadecensäuren, 9,12-Octadecadiensäuren und
9,12,15-Octadecatriensäuren unterscheiden.
Die immobilisierte Lipase A von Candida antarctica – Chirazyme L-5 (3) –, die im Enzym-
screening die Elaidinsäure gegenüber der Ölsäure als Substrat deutlich bevorzugt hatte, stellte
bei der Veresterung der konfigurationsisomeren 9,12-Octadecadiensäuren und 9,12,15-Octa-
decatriensäuren ihre trans-9-Selektivität erneut eindrucksvoll unter Beweis, indem sie die
Linolelaidinsäure ca. 100-mal schneller umsetzte als die Linolsäure und die Linolenelaidin-
säure sogar über 200-mal schneller als die Linolensäure. Bezogen auf das Maß ihrer Substrat-
selektivität war die trans-9-selektive Lipase A von Candida antarctica insofern vergleichbar
mit der Lipase von Geotrichum candidum, deren einzigartige cis-9-Selektivität in der Litera-
tur bereits häufig beschrieben wurde.
Am Beispiel der enzymatischen Umesterung eines cis/trans-Isomerengemisches von Linol-
säuremethylester mit n-Butanol in n-Hexan wurde anschließend die Substratselektivität der
Lipasen von Candida cylindracea und Mucor miehei,  des  Gemisches  der  Lipasen  A  und  B
von Candida antarctica – CAL (1) – sowie der immobilisierten Lipase A von Candida ant-
arctica – Chirazyme L-5 (3) – nicht nur gegenüber den cis-9, cis-12- und trans-9, trans-12-
Octadecadiensäureestern, sondern auch gegenüber den cis-9, trans-12- und trans-9, cis-12-
Octadecadiensäureestern untersucht.
Die Lipasen von Candida cylindracea und Mucor miehei stellten erneut ihre cis-9-Selektivität
unter Beweis, indem sie die cis-9, cis-12- und cis-9, trans-12-Octadecadiensäureester gegen-
über den isomeren Fettsäureestern mit einer trans-9-Doppelbindung als Substrate bevorzug-
ten. Während die Lipase von Candida cylindracea zwischen sämtlichen cis/trans-isomeren
9,12-Octadecadiensäureestern differenzieren konnte, war die Lipase von Mucor miehei ledig-
lich in der Lage, die Konfiguration der ersten C=C-Doppelbindung (D9) zu identifizieren.
Zusammenfassung
187
So setzte die Lipase von Mucor miehei einerseits die Octadecadiensäureester mit einer cis-9-
Doppelbindung und andererseits die Octadecadiensäureester mit einer trans-9-Doppelbindung
gleich schnell um.
Das Gemisch der Lipasen A und B von Candida antarctica katalysierte die Umesterung der
vier cis/trans-isomeren 9,12-Octadecadiensäureester mit n-Butanol in n-Hexan mit vergleich-
baren Reaktionsgeschwindigkeiten und konnte somit nicht zwischen den konfigurations-
isomeren Fettsäureestern unterscheiden.
Die Lipase A von Candida antarctica – Chirazyme L-5 – katalysierte aufgrund ihrer trans-9-
Selektivität bevorzugt die Umesterung der trans-9, trans-12- und trans-9, cis-12-Octadeca-
diensäuremethylester. Darüber hinaus war Chirazyme L-5 wie zuvor die Lipase von Candida
cylindracea in der Lage, zwischen sämtlichen cis/trans-isomeren 9,12-Octadecadiensäure-
estern zu unterscheiden.
Selektivität von Lipasen gegenüber konjugierter Linolsäure
Die konsequente Fortsetzung der Untersuchungen zur Selektivität von Lipasen gegenüber
cis/trans-isomeren Octadecensäuren, Octadecadiensäuren und Octadecatriensäuren mit einer
(ersten) C=C-Doppelbindung in der D9-Position führte schließlich zu der konjugierten Linol-
säure (CLA: Conjugated Linoleic Acid), einem komplexen Gemisch von cis/trans- und posi-
tionsisomeren Octadecadiensäuren mit konjugierten Doppelbindungen, das einen sehr hohen
Gehalt an cis-9, trans-11-Octadecadiensäure aufweist. Am Beispiel der enzymatischen Ver-
esterung mit n-Butanol in n-Hexan wurde die Selektivität der Lipasen von Candida cylindra-
cea und Mucor miehei, des Gemisches der Lipasen A und B von Candida antarctica und der
(immobilisierten) Lipase A von Candida antarctica – Chirazyme L-5 – gegenüber den kom-
merziell erhältlichen CLA-Isomeren cis-9, trans-11-, cis-9, cis-11- und trans-9, trans-11-
sowie trans-10, cis-12-Octadecadiensäure bestimmt.
Die Lipasen von Candida cylindracea und Mucor miehei besaßen im Einklang mit den bis-
herigen Ergebnissen eine Präferenz für CLA-Isomere mit einer cis-9-Doppelbindung und
bevorzugten die cis-9, trans-11-Octadecadiensäure gegenüber der cis-9, cis-11-Fettsäure und
letztere gegenüber der trans-9, trans-11-Octadecadiensäure. Während die Lipase von Mucor
miehei das cis-9, trans-11-Isomer doppelt so schnell veresterte wie die trans-9, trans-11-
Octadecadiensäure, setzte die Lipase von Candida cylindracea die cis-9, trans-11-Fettsäure
sogar 9-mal schneller um als die all-trans-9,11-Octadecadiensäure.
Das Gemisch der Lipasen A und B von Candida antarctica – CAL (1) – katalysierte die Ver-
esterung der drei cis/trans-isomeren 9,11-Octadecadiensäuren mit vergleichbaren Reaktions-
geschwindigkeiten und erwies sich somit ein weiteres Mal als unselektiv gegenüber cis/trans-
isomeren ungesättigten Fettsäuren.
Indem sie die trans-9, trans-11-Octadecadiensäure ca. 18-mal schneller veresterte als das
cis-9, trans-11-Isomer, stellte die immobilisierte Lipase A von Candida antarctica ihre
trans-9-Selektivität erneut eindrucksvoll unter Beweis.
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Die industrielle Synthese von konjugierter Linolsäure erfolgt meist durch alkalische Isomeri-
sierung von Linolsäure aus linolsäurereichen Pflanzenölen wie dem Sonnenblumenöl und
führt zu einem komplexen Gemisch cis/trans-isomerer Octadecadiensäuren mit unterschied-
lichen Positionen der konjugierten Doppelbindungen (8,10-, 9,11-, 10,12- und 11,13-18:2), in
dem die cis-9, trans-11- und die trans-10, cis-12-Octadecadiensäure die Hauptkomponenten
darstellen.
Vor dem Hintergrund einer lipasekatalysierten Fraktionierung jener CLA-Hauptisomere war
die Bestimmung der Selektivität von Lipasen gegenüber den CLA-Isomeren cis-9, trans-11-
und trans-10, cis-12-Octadecadiensäure von besonderer Bedeutung.
Während sich die Lipase von Mucor miehei und das Gemisch der Lipasen A und B von Can-
dida antarctica als unselektiv gegenüber den CLA-Hauptisomeren erwiesen, waren die Lipase
von Candida cylindracea und die immobilisierte Lipase A von Candida antarctica in der
Lage, zwischen der cis-9, trans-11- und der trans-10, cis-12-Octadecadiensäure zu differen-
zieren. Sowohl die Lipase von Candida cylindracea als auch Chirazyme L-5 katalysierten die
Veresterung der cis-9, trans-11-Octadecadiensäure mit n-Butanol in n-Hexan ca. 3-4-mal
schneller als die entsprechende Reaktion des trans-10, cis-12-Isomers.
Am Beispiel der Veresterung eines kommerziell erhältlichen CLA-Isomerengemisches und
der Umesterung eines kommerziell erhältlichen CLA-Methylester-Isomerengemisches konnte
anschließend eindrucksvoll gezeigt werden, daß sowohl die Candida cylindracea-Lipase als
auch die Candida antarctica-Lipase A geeignet waren, das cis-9, trans-11-Isomer in der
Produktfraktion und das trans-10, cis-12-Isomer in der Eduktfraktion anzureichern und auf
diese Weise die beiden CLA-Hauptisomere zu fraktionieren.
Selektivität von Lipasen gegenüber weiteren cis/trans-isomeren Monoen- und Polyen-
fettsäuren
Abschließend wurde die Selektivität von Lipasen gegenüber speziellen langkettigen, einfach
und mehrfach ungesättigten Fettsäuren und Fettsäureestern untersucht.
Die enzymatische Veresterung von all-cis-4,7,10,13,16,19-Docosahexaensäure (DHA) und
all-cis-6,9,12-Octadecatriensäure (g-Linolensäure) – zwei essentielle w3- bzw. w6-Fettsäuren
von ernährungsphysiologischer Bedeutung – sowie all-cis-8,11,14-Eicosatriensäure (Homo-g-
Linolensäure) lieferte erneut den Beweis, daß die Lipase von Mucor miehei Fettsäuren mit
einer ersten cis-4-, cis-6- oder cis-8-Doppelbindung sehr streng diskriminierte. Weiterhin
zeigte ein Vergleich der entsprechenden Ergebnisse, daß die Selektivität der Mucor miehei-
Lipase gegenüber Monoen- und Polyenfettsäuren wie der cis-6-Octadecensäure (Petroselin-
säure) und der all-cis-6,9,12-Octadecatriensäure (g-Linolensäure) oder der cis-13-Docosen-
säure (Erucasäure) und der cis-13, cis-16-Docosadiensäure mit gleicher Kettenlänge und Kon-
figuration und Position der ersten Doppelbindung Ester unabhängig von der Anzahl der Dop-
pelbindungen und damit vom Grad der Ungesättigtheit war.
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Die enzymkatalysierten Reaktionen von all-cis-4,7,10,13,16,19-Docosahexaensäure, cis-6-
Octadecensäure, all-cis-6,9,12-Octadecatriensäure, cis-8-Octadecensäuremethylester, cis-8-
Eicosensäure und all-cis-8,11,14-Eicosatriensäure mit n-Butanol in n-Hexan bestätigten ein-
mal mehr, daß die Lipase B von Candida antarctica im Gegensatz zu der allgemeinen Lehr-
meinung Fettsäuren und Fettsäureester mit einer cis-4-, cis-6- oder cis-8-Doppelbindung sehr
wohl als Substrate akzeptierte.
Der Einfluß der Kettenlänge auf die Substratselektivität der Candida cylindracea-Lipase und
der Lipase A von Candida antarctica – Chirazyme L-5 – wurde mit Hilfe cis/trans-isomerer
D9- und D10-Monoenfettsäuren unterschiedlicher Kettenlänge systematisch untersucht.
Bei der Veresterung von cis-9- und trans-9-Tetradecensäure (Myristolein- bzw. Myristelai-
dinsäure), cis-9- und trans-9-Hexadecensäure (Palmitolein- bzw. Palmitelaidinsäure) sowie
cis-9- und trans-9-Octadecensäure (Öl- bzw Elaidinsäure) mit n-Butanol in n-Hexan setzte die
cis-9-selektive Lipase von Candida cylindracea unabhängig von der Kettenlänge die cis-9-
Fettsäuren 3-4-mal schneller um als die jeweiligen trans-9-Isomere.
Im Gegensatz dazu veresterte die trans-9-selektive Lipase A von Candida antarctica in Ab-
hängigkeit von der Kettenlänge Myristelaidinsäure 43-mal schneller als Myristoleinsäure,
Palmitelaidinsäure 22-mal schneller als Palmitoleinsäure und Elaidinsäure 15-mal schneller
als Ölsäure.
Im  Falle  der cis/trans-isomeren 10-Pentadecensäuren, 10-Heptadecensäuren und 10-Octa-
decensäuremethylester setzte die Candida cylindracea-Lipase unabhängig von der Ketten-
länge die trans-10-Fettsäuren und den trans-10-Octadecensäuremethylester 4-5-mal schneller
um als die jeweiligen cis-10-Isomere.
Die immobilisierte Lipase A von Candida antarctica katalysierte sowohl die Umesterung des
trans-10-Octadecensäuremethylesters als auch die Veresterung der trans-10-Pentadecensäure
und der trans-10-Heptadecensäure mit n-Butanol in n-Hexan 5-6-mal schneller als die ent-
sprechende Umsetzung des jeweiligen cis-10-Isomers gleicher Kettenlänge.
Die Bestimmung der Selektivität von Lipasen gegenüber Octadecensäuren und Octadecen-
säureestern der D6-D13-Reihe hatte ergeben, daß die Lipase A von Candida antarctica – Chi-
razyme L-5 – unabhängig von der Doppelbindungsposition grundsätzlich das trans-Isomer
gegenüber dem cis-Isomer als Substrat bevorzugte. Eine Ausnahme dieser ansonsten strengen
trans-Selektivität zeigte jener Biokatalysator lediglich bei der enzymatischen Umesterung von
cis- und trans-13-Octadecensäuremethylester mit n-Butanol in n-Hexan, indem die Lipase A
von Candida antarctica den cis-13-Fettsäureester ca. 8-mal schneller umsetzte als den trans-
13-Octadecensäuremethylester. Mit Hilfe der cis-13-Docosensäure (Erucasäure) und der
trans-13-Docosensäure (Brassidinsäure) konnte das ungewöhnliche Verhalten der Candida
antarctica-Lipase A abschließend verifiziert werden. So bevorzugte Chirazyme L-5 bei der
Veresterung der cis/trans-isomeren 13-Docosensäuren mit n-Butanol in n-Hexan  erneut  die
cis-13-Fettsäure gegenüber dem trans-13-Isomer als Substrat und veresterte die Erucasäure
ca. 6-mal schneller als die Brassidinsäure.
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Fazit
Fettsäuren sind aufgrund ihrer vielfältigen Anwendungsmöglichkeiten seit langem begehrte
Synthesebausteine für die industrielle Fettchemie. Gleichwohl wird das enorme Potential von
Fettsäuren noch immer unterschätzt. So dominieren in der Oleochemie nach wie vor Reaktio-
nen an der Carboxyfunktion von Fettsäuren. Dabei ermöglichen aber gerade die Kohlenstoff-
ketten ungesättigter Fettsäuren neue Synthesereaktionen und somit Zugänge zu neuen Produk-
ten. Zudem sind die Positionen und cis/trans-Konfigurationen der C=C-Doppelbindungen
ungesättigter Fettsäuren sehr eng verknüpft mit deren (ernährungs-)physiologischen Eigen-
schaften und potentieller Nutzung als „Funktionelle Lebensmittel“.
Will man das Potential einzelner ungesättigter Fettsäuren zukünftig stärker nutzen, so muß
man zunächst deren Bereitstellung gewährleisten. Ihre Anreicherung mit Hilfe selektiver
Lipasen in enzymkatalysierten Reaktionen stellt in diesem Zusammenhang eine sehr elegante
Methode dar. Denn wie in der vorliegenden Dissertation zur Substratselektivität von Lipasen
eindrucksvoll nachgewiesen werden konnte, sind Biokatalysatoren wie die Lipasen von Can-
dida cylindracea und Mucor miehei oder die Lipase A von Candida antarctica geradezu prä-
destiniert, zwischen einfach und mehrfach ungesättigten Fettsäuren und Fettsäureestern zu
differenzieren, die sich lediglich in der Position und cis/trans-Konfiguration ihrer Doppel-
bindung(-en) unterscheiden. So ermöglichten jene Biokatalysatoren z.B. nicht nur bei der
Herstellung von 10-Octadecensäuremethylester via Olefin-Metathese die Fraktionierung der
beiden Isomere (10c-18:1 und 10t-18:1) aus dem synthetischen Fettsäureestergemisch. Viel-
mehr gewährleisteten sie auch die Anreicherung definierter Isomere der konjugierten Linol-
säure (9c,11t-18:2 und 10t,12c-18:2) aus dem komplexen cis/trans-Isomerengemisch der kon-
jugierten Octadecadiensäuren und damit die Bereitstellung von ungesättigten Fettsäuren,
denen man u.a. anticancerogene und antiatherogene Eigenschaften zuspricht.
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5. Experimenteller Teil
5.1 Herkunft der Ausgangssubstanzen
5.1.1 Herkunft und Aktivität der Lipasen
Lipase a) Hersteller b) Aktivität c) Substrat d)
Aspergillus niger Fluka 1,0 IV
Aspergillus oryzae Fluka 52,9 IV
Calendula officinalis (1) Dr. Heiss --- ---
Calendula officinalis (2) Dr. Heiss --- ---
Candida antarctica (1) Fluka 3,2 IV
Candida antarctica (2) Fluka 9,2 III
Candida cylindracea (1) Altus 4,0 V
Candida cylindracea (2) Fluka 2,2 IV
Candida cylindracea (3) Sigma 900,0 II
Candida cylindracea (4) Sigma 518,0 II
Candida lipolytica Fluka 1,0 e) IV
Candida utilis Fluka 0,1 IV
Carica papaya Sigma 1,7 I
Chirazyme L-1 Boehringer 225,0 III
Chirazyme L-2 Boehringer 130,0 III
Chirazyme L-3 Boehringer 5,0 III
Chirazyme L-4 Boehringer 8,0 III
Chirazyme L-5 (1) Boehringer 13,0 III
Chirazyme L-5 (2) Boehringer 45,5 III
Chirazyme L-5 (3) Boehringer 2,3 III
Chirazyme L-6 Boehringer 400,0 III
Chirazyme L-7 Boehringer 20,0 III
Chirazyme L-8 Boehringer 2500,0 III
Geotrichum candidum Amano 5,0 IV
Geotrichum candidum Biocatalysts 4,7 II
Lipozyme Fluka 48,3 IV
Lipozyme IM Novo 23,0 f) --- f)
Mucor javanicus Fluka 3,5 e) IV
Mucor miehei Fluka 24,2 IV
Novozym 435 Novo 7000,0 g) --- g)
Experimenteller Teil
192
Lipase a) Hersteller b) Aktivität c) Substrat d)
Penicillium cyclopium Biocatalysts 1,1 II
Penicillium roqueforti Fluka 1,8 e) IV
Porcine pancreas Sigma 55,0 II
Pseudomonas cepacia Fluka 609,0 IV
Pseudomonas fluorescens Fluka 44,9 IV
Rhizomucor miehei Fluka 0,5 IV
Rhizopus arrhizus Fluka 1,5 e) IV
Rhizopus delemar Fluka 45,6 II
Rhizopus niveus Fluka 2,6 e) IV
a) Die Zahlen in Klammern kennzeichnen Lipasen gleicher Herkunft, bei denen es sich um
verschiedene Enzympräparate handelt.
b) Altus Biologics Inc., Cambridge, Mass., USA
Amano Enzyme Inc., Nagoya, Japan
Biocatalysts Ltd., Pontypridd, Wales
Boehringer Mannheim (heute: Roche Diagnostics) GmbH, Mannheim, Deutschland
Fluka Chemie, Neu-Ulm, Deutschland
Novo Nordisk Biotechnologie GmbH, Mainz, Deutschland
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen, Deutschland
 Acetonpulver von nichtgekeimten und gekeimten Samen der Ringelblume (Calendula
officinalis) wurden im Arbeitskreis von Herrn Dr. Heiss nach einer Methode von Hassa-
nien und Mukherjee [184] hergestellt.
c) Die Aktivitäten der Lipasen werden angegeben in U/mg („Unit per milligram“).
1 U/mg ist definiert als 1 mmol Fettsäure, das pro Minute und Milligramm Lipase
freigesetzt wird.
Die Aktivitäten der Lipasen entsprechen den Herstellerangaben.
d) Zur Aktivitätsbestimmung der Lipasen wurden von den Herstellern verschiedene
Substrate eingesetzt:
I: Na-Benzoyl-L-Argininethylester (BAEE);   II: Olivenöl;   III: Tributyrin;
IV: Triolein;   V: Triacetin
e) U/g („Unit per gram“)
f) BIU/g („Batch Interesterification Unit per gram“)
1 BIU/g ist definiert als 1mmol Ölsäure, das bei der Umesterung von Triolein mit
Palmitinsäure pro Minute und Milligramm Lipase freigesetzt wird.
g) PLU/g („Propyl Laurate Unit per gram“): Estersynthese-Aktivität
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5.1.2 Herkunft der Fettsäuren und Fettsäureester
Fettsäure bzw. Fettsäureester a) Hersteller b)
cis-6-Octadecensäure (Petroselinsäure) Nu-Chek
trans-6-Octadecensäure (Petroselaidinsäure) Nu-Chek
cis-7-Octadecensäure Sigma
trans-7-Octadecensäure Sigma
cis-9-Octadecensäure (Ölsäure) Sigma
trans-9-Octadecensäure (Elaidinsäure) Sigma
cis-11-Octadecensäure (cis-Vaccensäure) Sigma
trans-11-Octadecensäure (trans-Vaccensäure) Sigma
cis-12-Octadecensäure Sigma
trans-12-Octadecensäure Sigma
13-Octadecensäuremethylester, cis/trans-Isomerengemisch Dr. Ercklentz
all-cis-9,12-Octadecadiensäure (Linolsäure) Nu-Chek
all-trans-9,12-Octadecadiensäure (Linolelaidinsäure) Sigma
all-cis-9,12,15-Octadecatriensäure (Linolensäure) Sigma
all-trans-9,12,15-Octadecatriensäure (Linolenelaidinsäure) Sigma
9,11-Octadecadiensäuremethylester, cis/trans-Isomerengemisch Sigma
cis-9, trans-11-Octadecadiensäure Matreya
cis-9, cis-11-Octadecadiensäure Matreya
trans-9, trans-11-Octadecadiensäure Matreya
trans-10, cis-12-Octadecadiensäure Matreya
Konjugierte Linolsäure, Isomerengemisch Sigma
Konjugierte Linolsäuremethylester, Isomerengemisch Sigma
all-cis-4,7,10,13,16,19-Docosahexaensäure (Docosahexaensäure) Sigma
all-cis-5,8,11,14,17-Eicosapentaensäure (Eicosapentaensäure) Sigma
all-cis-6,9,12-Octadecatriensäure (g-Linolensäure) Sigma
all-cis-7,10,13,16-Docosatetraensäure Sigma
all-cis-8,11,14-Eicosatriensäure (Homo-g-Linolensäure) Sigma
cis-8-Eicosensäure Nu-Chek
all-cis-11,14-Eicosadiensäure Sigma
all-cis-13,16-Docosadiensäure Sigma
cis-13-Docosensäure (Erucasäure) Sigma
trans-13-Docosensäure (Brassidinsäure) Roth
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Fettsäure bzw. Fettsäureester a) Hersteller b)
cis-14-Tricosensäure Nu-Chek
trans-14-Tricosensäure Nu-Chek
cis-15-Tetracosensäure (Nervonsäure) Nu-Chek
cis-9-Tetradecensäure (Myristoleinsäure) Nu-Chek
trans-9-Tetradecensäure (Myristelaidinsäure) Nu-Chek
cis-9-Hexadecensäure (Palmitoleinsäure) Nu-Chek
trans-9-Hexadecensäure (Palmitelaidinsäure) Nu-Chek
cis-10-Pentadecensäure Nu-Chek
trans-10-Pentadecensäure Nu-Chek
cis-10-Heptadecensäure Nu-Chek
trans-10-Heptadecensäure Nu-Chek
cis-10-Nonadecensäure Nu-Chek
Tetradecansäure (Myristinsäure) Sigma
a) In Klammern sind die Trivialnamen der Fettsäuren bzw. Fettsäureester angegeben.
b) Matreya Inc., State College, Pa., USA
Nu-Chek Prep Inc., Elysian, Minn., USA
Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen, Deutschland
 Das cis/trans-Isomerengemisch von 13-Octadecensäuremethylester wurde im Arbeits-
kreis von Frau Dr. Ercklentz [190] hergestellt.
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5.2 Herstellung der Ausgangssubstanzen
5.2.1 Herstellung von 10-Octadecensäuremethylester
5.2.1.1 Herstellung von 10-Undecensäuremethylester
Die Synthese von 10-Undecensäuremethylester erfolgte durch die extraktive Veresterung von
10-Undecensäure.
In einem 4 l-Dreihalskolben mit Rückflußkühler, mechanischem Rührer und Bubbler wurden
5 mol Undecensäure (921 g bzw. 1013 ml), 15 mol absolutes Methanol (481 g bzw. 608 ml),
1000 ml 1,2-Dichlorethan (Reaktionswasserschlepper) und 25 g p-Toluolsulfonsäure 2 Tage
unter Rückfluß und Feuchtigkeitsausschluß gekocht.
Nach dem Abkühlen wurde die organische Phase zunächst mit 1000 ml Wasser, anschließend
mit 1000 ml 5 %iger NaHCO3-Lösung und zuletzt erneut mit 1000 ml Wasser gewaschen.
Das Extraktionsmittel wurde am Rotationsverdampfer abgetrennt und der Rückstand im
Vakuum destilliert.
Um ein „metathesereines“ Produkt zu erhalten, wurde der 10-Undecensäuremethylester über
neutralem Aluminiumoxid perkoliert, mit Calciumhydrid getrocknet und im Vakuum destil-
liert. Sämtliche Reinigungsschritte fanden dabei unter Argon statt. Der 10-Undecensäure-
methylester wurde über Molsieb unter Argon aufbewahrt.
Kp.: 73°C / 0,05 mbar
Ausbeute: 846 g (4,3 mol) = 85 % der Theorie
Reinheit: 98 % (lt. GC)
5.2.1.2 Herstellung von 8-Hexadecen
Die Synthese des symmetrischen Monoolefins 8-Hexadecen erfolgte durch Homometathese
von 1-Nonen in einer soxhletähnlichen Umlaufapparatur an einem Re2O7/Al2O3-Katalysator
[193].
Nach dem Ausheizen der Soxhletapparatur im Vakuum und mehrmaligem Spülen mit Argon
wurde der Re2O7/Al2O3-Katalysator (5,0 Gew.-% Re2O7; g-Al2O3: 1/16“-Strangpresslinge) im
Argongegenstrom in das Extraktorteil eingefüllt und mit einer Lösung von Sn(n-C4H9)4 in
1-Nonen (Co-Katalysator) imprägniert.
Anschließend wurde das a-Olefin unter Argon in den Kolben dosiert und auf Siedetemperatur
erhitzt. Das siedende 1-Nonen stieg über ein Seitenrohr in der Apparatur auf, kondensierte an
einem Intensivkühler (Kryostattemp.: -30°C) und tropfte auf die Katalysatorschüttschicht, an
der die gewünschte Reaktion zum 8-Hexadecen stattfand. Das flüssige Metatheseprodukt und
nicht umgesetztes 1-Nonen gelangten über eine Glasfritte in den Sumpfkolben zurück.
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Nach einer Reaktionszeit von 5 h wurde das 8-Hexadecen – jeweils unter Argon – im Vakuum
abdestilliert, über neutralem Aluminiumoxid perkoliert, mit Calciumhydrid getrocknet und
erneut im Vakuum destilliert. Das „metathesereine“ 8-Hexadecen wurde über Molsieb unter
Argon aufbewahrt.
Ansatz: 8,58 g Katalysator (0,89 mmol Re2O7)
2,32 ml Co-Katalysator (7,12 mmol Sn(n-C4H9)4 in 1-Nonen)
178,8 g a-Olefin (1,42 mol 1-Nonen)
Kp.: 135°C / 10 mbar
Ausbeute: 110,0 g (0,49 mol) = 69 % der Theorie
GC-Reinheit: 97 % (lt. GC)
5.2.1.3 Metathese von 10-Undecensäuremethylester und 8-Hexadecen
Die Metathese von 10-Undecensäuremethylester und 8-Hexadecen erfolgte in einem zuvor im
Vakuum ausgeheizten und mehrfach mit Argon gespülten 250 ml-Kolben mit Magnetrührkern
und seitlichem Schlenkansatz an einem B2O3-Re2O7/Al2O3-SiO2-Katalysator.
Im Argongegenstrom wurde zunächst der B2O3-Re2O7/Al2O3-SiO2-Katalysator (6,4 Gew.-%
B2O3, 5,0 Gew.-% Re2O7; Alumosilikat mit 40 Gew.-% SiO2: Pulver) eingefüllt und mit einer
0,1-molaren Lösung von Sn(n-C4H9)4 in Cyclohexan (Co-Katalysator) imprägniert, bevor
man das 8-Hexadecen zudosierte und die Metathesereaktion durch Zugabe von 10-Undecen-
säuremethylester startete.
Nach 24 h wurde die Reaktion durch Hinzufügen einiger Tropfen Methanol abgebrochen, das
Reaktionsgemisch durch Filtration vom Katalysator abgetrennt und im Vakuum über einer
Vigreux-Kolonne destilliert.
Ansatz: 2,01 g Katalysator (0,21 mmol Re2O7)
6,21 ml Co-Katalysator-Lsg. (0,62 mmol Sn(n-C4H9)4 in Cyclohexan)
16,42 g Fettsäureester (82,8 mmol 10-Undecensäuremethylester)
37,17 g Olefin (165,6 mmol 8-Hexadecen)
Umsatz: 85,5 %
Selektivität: 84,9 %
Kp.: 115°C / 0,01 mbar
Ausbeute: Nicht bestimmt
(Die destillative Aufarbeitung erfolgte für mehrere Ansätze gleichzeitig)
GC-Reinheit: 97,5 % (lt. GC)
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5.2.1.4 Charakterisierung von 10-Octadecensäuremethylester
Summenformel: C19H36O2 ,  M = 296
1H-NMR (CDCl3): d (ppm) = 0,85-0,89 (m, 3H, CH3-CH2-)
1,25-1,32 (s, 20H, -CH2-(CH2)-CH2-)
1,54-1,61 (m, 2H, -CH2-CH2-COO-)
1,95 (m, 4H, -CH2-CH=CH-CH2-)
2,22-2,30 (t, 2H, -CH2-COO-)
3,65 (s, 3H, CH3-O-)
5,34-5,38 (m, 2H, -CH=CH-)
GC/MS: m/z = 296 (M+), 264, 222, 180, 138, 110, 83, 74, 69, 55 (Basispeak)
Derivatisierung mit Dimethyldisulfid [194-196]:
m/z = 390 (M+), 231, 199, 159
Þ Position der Doppelbindung: D10
IR (KBr): 966 cm-1, charakteristische trans-Bande [41, 42]
Þ trans-Gehalt = 89,6 % ± 3,2 %
GC: Þ trans/cis = 83,8 : 16,4
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5.2.2 Herstellung von 8-Octadecensäuremethylester
5.2.2.1 Herstellung von 8-Nonensäure
Die Herstellung von 8-Nonensäure erfolgte in einer zweistufigen Synthese aus 7-Octenol über
das 1-Brom-7-octen und Reaktion der daraus zugänglichen Grignard-Verbindung mit CO2
analog [197].
Herstellung von 1-Brom-7-octen aus 7-Octenol
33 ml (645 mmol) Brom wurden langsam bei 0°C unter Rühren zu einer Lösung aus 169 g
(645 mmol) Triphenylphosphin in 1000 ml Dichlormethan getropft. Anschließend wurde eine
Lösung aus 75,3 g (587 mmol) 7-Octenol und 47 ml (587 mmol) Pyridin in 500 ml Dichlor-
methan langsam zugegeben. Das Gemisch wurde 5 Stunden bei Raumtemperatur gerührt, an-
schließend dreimal mit Wasser gewaschen und über Magnesiumsulfat getrocknet. Die orga-
nische Phase wurde mit 1000 ml Hexan versetzt, am Rotationsverdampfer stark eingeengt und
kalt filtriert. Der Rückstand wurde gut mit Hexan gewaschen und das Lösungsmittel im Vaku-
um entfernt. Das Produkt wurde an der Ölpumpe getrocknet.
Kp.: 41°C / 2 mbar
Ausbeute: 84,3 g (441 mmol) = 75 % der Theorie
Herstellung von 8-Nonensäure aus 1-Brom-7-octen
In einem Dreihalskolben mit Tropftrichter, Rückflußkühler und Calciumchloridrohr wurden
unter Luftausschluß 10,7 g (441 mmol) Magnesium mit 44,0 ml absolutem Diethylether
übergossen und mit ca. 1/20 von insgesamt 84,3 g 1-Brom-7-octen unter Rühren versetzt.
Nach Beginn der Reaktion wurde das restliche 1-Brom-7-octen, gelöst in 113,0 ml Diethyl-
ether, unter weiterem Rühren so zugetropft, daß der Ether leicht siedete. Nach beendetem Ein-
tropfen wurde die Lösung im Wasserbad zu gelindem Sieden erhitzt bis alles Magnesium
gelöst war. In die auf –5°C gekühlte Grignard-Reagenz-Lösung wurde trockenes Kohlen-
dioxid so eingeleitet, daß die Temperatur nicht über 0°C anstieg. Nach Abklingen der exo-
thermen Reaktion wurde noch weitere 30 min Kohlendioxid eingeleitet, danach durch Zugabe
von 39,0 g zerstoßenem Eis hydrolysiert und soviel halbkonzentrierte Salzsäure zugegeben,
daß sich der entstandene Niederschlag gerade löste. Die etherische Schicht wurde abgetrennt
und die wäßrige Phase noch zweimal mit Ether extrahiert. Die vereinigten Etherphasen
wurden über Magnesiumsulfat getrocknet und das Lösungsmittel am Rotationsverdampfer
entfernt.
Kp.: 99°C / 2 mbar
Ausbeute: 41,5 g (266 mmol) = 60 % der Theorie
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5.2.2.2 Herstellung von 8-Nonensäuremethylester
Die Herstellung von 8-Nonensäuremethylester erfolgte durch die extraktive Veresterung von
8-Nonensäure analog dem in Kapitel 5.2.1.1 beschriebenen Verfahren.
Ansatz: 228 mmol (35,5 g) 8-Nonensäure
684 mmol (27,7 ml) Methanol
70 ml 1,2-Dichlorethan
1,2 g p-Toluolsulfonsäure
Kp.: 63°C / 5 mbar
Ausbeute: 32,3 g (190 mmol) = 83 % der Theorie
Reinheit: 98 % (lt. GC)
5.2.2.3 Herstellung von 10-Eicosen
Die Synthese des symmetrischen Monoolefins 10-Eicosen erfolgte durch Homometathese von
1-Undecen analog dem in Kapitel 5.2.1.2 beschriebenen Verfahren.
Ansatz: 28,92 g Katalysator (2,99 mmol Re2O7)
2,97 ml Co-Katalysator (9,11 mmol Sn(n-C4H9)4 in 1-Undecen)
225,3 g a-Olefin (1,46 mol 1-Undecen)
Kp.: 124°C / 0,2 mbar
Ausbeute: 145,5 g (0,52 mol) = 71 % der Theorie
GC-Reinheit: 92 % (lt. GC)
5.2.2.4 Metathese von 8-Nonensäuremethylester und 10-Eicosen
Die Metathese von 8-Nonensäuremethylester und 10-Eicosen erfolgte in einem zuvor im
Vakuum ausgeheizten und mehrfach mit Argon gespülten 100 ml-Schlenkgefäß mit Magnet-
rührkern an einem Ruthenium-Carben [„Grubbs-Carben“: Bis(tricyclohexylphosphin)benzy-
lidenrutheniumdichlorid]. Zunächst wurde der Katalysator im Argongegenstrom vorgelegt
und mit etwas Methylenchlorid in Lösung gebracht, bevor man das 10-Eicosen zudosierte und
die Metathesereaktion durch Zugabe von 8-Nonensäuremethylester startete.
Ansatz: 82,2 mg Katalysator (0,02 mmol Carben)
16,08 g Fettsäureester (94,5 mmol 8-Nonensäuremethylester)
26,67 g Olefin (94,5 mmol 10-Eicosen)
Bedingungen: T = 50°C, t = 24 h
Umsatz: 80,6 %
Selektivität: 62,4 %
Kp.: 128°C / 0,08 mbar
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5.3 Enzymatische Veresterung von Fettsäuren mit n-Butanol
5.3.1 Enzymatische Veresterung zweier Fettsäuren mit n-Butanol
(Allgemeine Versuchsvorschrift)
Zur Herstellung eines Reaktionsgemisches, das äquimolare Mengen (c = 25 mmol/l) der Fett-
säuren, einen Überschuß an n-Butanol (c = 100 mmol/l) und eine definierte mg-Menge Lipase
in 250 ml n-Hexan enthielt, pipettierte man je 125 ml von 50-millimolaren Standardlösungen
der Fettsäuren in n-Hexan in ein GC-Probengläschen und dampfte das Lösungsmittel ein.
Anschließend wog man die Lipase ein und setzte 250 ml einer 100-millimolaren Lösung von
n-Butanol in n-Hexan zu. Das Probengläschen wurde mit einem Schraubdeckel mit Teflon-
Dichtung verschlossen, in ein Glycerinbad getaucht und das Reaktionsgemisch bei 30°C mag-
netisch gerührt.
Zur Kontrolle des Reaktionsverlaufes entnahm man zu verschiedenen Zeitpunkten eine Probe,
die in n-Hexan aufgenommen und – zur Abtrennung der Lipase – zentrifugiert wurde. Den
Überstand pipettierte man ab und behandelte ihn nach dem Eindampfen des Lösungsmittels
mit einer Lösung von Diazomethan in Diethylether und einem Tropfen Methanol, um die
nicht veresterten Säuren in ihre Methylester zu überführen.
Das resultierende Gemisch aus Methylestern und Butylestern wurde anschließend gaschroma-
tographisch analysiert.
Bei der enzymatischen Veresterung eines 80:20-Gemisches zweier Fettsäuren mit n-Butanol
in n-Hexan pipettierte man 200 ml einer 50-millimolaren Standardlösung der einen Fettsäure
und 50 ml einer 50-millimolaren Standardlösung der anderen Fettsäure – Lösungsmittel in
beiden Fällen n-Hexan – in das GC-Gläschen und arbeitete anschließend entsprechend der
allgemeinen Versuchsvorschrift.
Zur Bestimmung der Spezifitätskonstanten einer Lipase gegenüber einer cis- oder trans-Fett-
säure wurden die als Referenzsubstrat dienende Tetradecansäure (Myristinsäure) und die
ungesättigte Fettsäure entsprechend der allgemeinen Versuchsvorschrift mit n-Butanol in
n-Hexan unter kompetitiven Bedingungen verestert.
Experimenteller Teil
201
5.3.2 Enzymatische Veresterung dreier Fettsäuren mit n-Butanol
(Allgemeine Versuchsvorschrift)
Zur Herstellung eines Reaktionsgemisches, das äquimolare Mengen (c = 17 mmol/l) der Fett-
säuren, einen Überschuß an n-Butanol (c = 100 mmol/l) und eine definierte mg-Menge Lipase
in 300 ml n-Hexan enthielt, pipettierte man je 100 ml von 50-millimolaren Standardlösungen
der Fettsäuren in n-Hexan in ein GC-Probengläschen und dampfte das Lösungsmittel ein.
Anschließend wog man die Lipase ein und setzte 300 ml einer 100-millimolaren Lösung von
n-Butanol in n-Hexan zu. Das Probengläschen wurde mit einem Schraubdeckel mit Teflon-
Dichtung verschlossen, in ein Glycerinbad getaucht und das Reaktionsgemisch bei 30°C mag-
netisch gerührt.
Zur Kontrolle des Reaktionsverlaufes entnahm man zu verschiedenen Zeitpunkten eine Probe,
die in n-Hexan aufgenommen und – zur Abtrennung der Lipase – zentrifugiert wurde. Den
Überstand pipettierte man ab und behandelte ihn nach dem Eindampfen des Lösungsmittels
mit einer Lösung von Diazomethan in Diethylether und einem Tropfen Methanol, um die
nicht veresterten Säuren in ihre Methylester zu überführen.
Das resultierende Gemisch aus Methylestern und Butylestern wurde anschließend gaschroma-
tographisch analysiert.
Zur simultanen Bestimmung der Spezifitätskonstanten einer Lipase gegenüber einer cis- und
einer trans-Fettsäure (50:50-Gemisch) wurden die als Referenzsubstrat dienende Tetradecan-
säure (Myristinsäure) und die cis/trans-isomeren ungesättigten Fettsäuren entsprechend der
allgemeinen Versuchsvorschrift mit n-Butanol in n-Hexan unter kompetitiven Bedingungen
verestert.
Bei der simultanen Bestimmung der Spezifitätskonstanten einer Lipase gegenüber einem
80:20-Gemisch einer trans- und einer cis-Fettsäure wurden 160 ml einer 50-millimolaren
Standardlösung der trans-Fettsäure in n-Hexan und 40 ml einer 50-millimolaren Standard-
lösung der cis-Fettsäure in n-Hexan verwendet.
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5.4 Enzymatische Umesterung von Fettsäuremethylestern mit n-Butanol
5.4.1 Enzymatische Umesterung zweier Fettsäuremethylester mit n-Butanol
(Allgemeine Versuchsvorschrift)
Zur Herstellung eines Reaktionsgemisches, das äquimolare Mengen (c = 25 mmol/l) der Fett-
säuremethylester, einen Überschuß an n-Butanol (c = 100 mmol/l) und eine definierte Menge
Lipase in 250 ml n-Hexan enthielt, pipettierte man je 125 ml von 50-millimolaren Standard-
lösungen der Fettsäuremethylester in n-Hexan in ein GC-Probengläschen und dampfte das
Lösungsmittel ein.
Anschließend wog man die Lipase ein und setzte 250 ml einer 100-millimolaren Lösung von
n-Butanol in n-Hexan zu. Das Probengläschen wurde mit einem Schraubdeckel mit Teflon-
Dichtung verschlossen, in ein Glycerinbad getaucht und das Reaktionsgemisch bei 30°C mag-
netisch gerührt.
Zur Kontrolle des Reaktionsverlaufes wurde zu verschiedenen Zeitpunkten eine Probe ent-
nommen, die man in n-Hexan aufnahm und – zur Abtrennung der Lipase – zentrifugierte. Der
Überstand wurde abpipettiert und das Gemisch aus Methylestern und Butylestern gaschroma-
tographisch analysiert.
Zur Bestimmung der Spezifitätskonstanten einer Lipase gegenüber einem cis- oder trans-Fett-
säuremethylester wurden der als Referenzsubstrat dienende Tetradecansäuremethylester
(Myristinsäuremethylester) und der ungesättigte Fettsäuremethylester entsprechend der all-
gemeinen Versuchsvorschrift mit n-Butanol in n-Hexan unter kompetitiven Bedingungen
umgeestert.
Bei der enzymatischen Umesterung eines 80:20-Gemisches zweier Fettsäuremethylester mit
n-Butanol in n-Hexan pipettierte man 200 ml einer 50-millimolaren Standardlösung des einen
Fettsäuremethylesters und 50 ml einer 50-millimolaren Standardlösung des anderen Fettsäure-
methylesters – Lösungsmittel in beiden Fällen n-Hexan – in das GC-Gläschen und arbeitete
anschließend entsprechend der allgemeinen Versuchsvorschrift.
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5.4.2 Enzymatische Umesterung dreier Fettsäuremethylester mit n-Butanol
(Allgemeine Versuchsvorschrift)
Zur Herstellung eines Reaktionsgemisches, das äquimolare Mengen (c = 17 mmol/l) der Fett-
säuremethylester, einen Überschuß an n-Butanol (c = 100 mmol/l) und eine definierte Menge
Lipase in 300 ml n-Hexan enthielt, pipettierte man je 100 ml von 50-millimolaren Standard-
lösungen der Fettsäuremethylester in n-Hexan in ein GC-Probengläschen und dampfte das
Lösungsmittel ein.
Anschließend wog man die Lipase ein und setzte 300 ml einer 100-millimolaren Lösung von
n-Butanol in n-Hexan zu. Das Probengläschen wurde mit einem Schraubdeckel mit Teflon-
Dichtung verschlossen, in ein Glycerinbad getaucht und das Reaktionsgemisch bei 30°C mag-
netisch gerührt.
Zur Kontrolle des Reaktionsverlaufes wurde zu verschiedenen Zeitpunkten eine Probe ent-
nommen, die man in n-Hexan aufnahm und – zur Abtrennung der Lipase – zentrifugierte. Der
Überstand wurde abpipettiert und das Gemisch aus Methylestern und Butylestern gaschroma-
tographisch analysiert.
Zur simultanen Bestimmung der Spezifitätskonstanten einer Lipase gegenüber einem cis- und
einem trans-Fettsäuremethylester (50:50-Gemisch) wurden der als Referenzsubstrat dienende
Tetradecansäuremethylester (Myristinsäuremethylester) und die cis/trans-isomeren ungesät-
tigten Fettsäuremethylester entsprechend der allgemeinen Versuchsvorschrift mit n-Butanol in
n-Hexan unter kompetitiven Bedingungen umgeestert.
Bei der simultanen Bestimmung der Spezifitätskonstanten einer Lipase gegenüber einem
80:20-Gemisch eines trans- und eines cis-Fettsäuremethylesters wurden 160 ml einer 50-milli-
molaren Standardlösung des trans-Fettsäuremethylesters in n-Hexan und 40 ml einer 50-milli-
molaren Standardlösung des cis-Fettsäuremethylesters in n-Hexan verwendet.
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5.5 Analytik
5.5.1 Gaschromatographie
Standardanalyse eines Gemisches von Fettsäuremethylestern und -butylestern:
Gerät: HP 5980 Series II
Integrationssoftware: HP 3365 Series II ChemStation, Version A.03.21
Säule: 40 m x 0,18 mm DB-23 (0,20 mm Filmdicke)
[Die Säule wurde im Verlauf der Zeit gekürzt, so daß sich die Retentioszeiten
verschoben; z.B. Abbildungen 114 und 115]
Säulentemperatur: 170°C (0 min) ? 220°C (5 min), Heizrate: 2°C/min oder
170°C (0 min) ? 230°C (0 min), Heizrate: 2°C/min
Injektor: Split-Injektor (Splitverhältnis: 1:10)
Injektortemperatur: 300°C
Detektor: Flammenionisationsdetektor
Detektortemperatur: 300°C
Trägergas: H2
Analyse eines komplexen Gemisches von Fettsäuremethylestern und –butylestern:
(Versuche 51-54 und 60-63)
Gerät: HP 5980 Series II
Integrationssoftware: HP 3365 Series II ChemStation, Version A.03.21
Säule: 100 m x 0,25 mm CP-Sil 88 (0,25 mm Filmdicke)
Säulentemperatur: 150°C (0 min) ? 220°C (10 min), Heizrate: 1,5°C/min
Injektor: Split-Injektor (Splitverhältnis: 1:50)
Injektortemperatur: 250°C
Detektor: Flammenionisationsdetektor
Detektortemperatur: 250°C
Trägergas: H2
Der Umsatz (U) einer Fettsäure (AcX), die in der GC-Probe als Methylester vorlag, zum Butyl-
ester wurde nach der folgenden Gleichung berechnet:
UAcX = (AP / MP)AcX / (AE / ME + AP / MP)AcX
AE und AP waren die Peakflächen von Edukt (Methylester) bzw. Produkt (Butylester) im Gas-
chromatogramm, ME und MP die Molmassen des Methylesters bzw. des Butylesters.
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5.5.2 Gekoppelte Gaschromatographie/Massenspektroskopie
Massenspektroskopie:
Gerät: Varian MAT 112 S
Ionenquellentemperatur: 270°C
Ionenquellendruck: 10-5 mbar
Elektronenenergie: 70 eV
Ionenstrom: 0,7 mA
5.5.3 Infrarotspektroskopie
Gerät: Bruker IFS 28 Equinox® FT-IR
MIR-Quelle: Luftgekühlter Silicium-Carbid-Stift
Detektor: DLATGS (L-Alanin-dotiertes deuteriertes Triglycerinsulfat)
Software: Bruker OPUS IR 2.0
5.5.4 Kernresonanzspektroskopie
1H-NMR: Die Protonenspektren wurden an einem Spektrometer der Firma Bruker
(Typ: AMX 300), Meßfrequenz 300 MHz, aufgenommen.
Als interner Standard diente das Lösungsmittel (CDCl3)
5.5.5 Silberionen-HPLC
Pumpe: Kontron Instruments 325
Integrationssoftware: KromaSystem 2000, Version 1.30
Säule: 250 mm x 4,6 mm ChromSpher 5 Lipids
Laufmittel: 0,1% Acetonitril in n-Hexan
Methode: Isokratisch
Fließgeschwindigkeit: 1,0 ml/min
Injektionsvolumen: 10 ml
UV-Detektor: Kontron Instruments 332, 233 nm
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6. Spektrenanhang
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Abbildung 114: GC-Spektrum der enzymatischen Veresterung von Elaidinsäure und Ölsäure
(50:50-Gemisch) mit n-Butanol in n-Hexan
[Lipase von Candida cylindracea: CCL (2); Versuch 15]
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Abbildung 115: GC-Spektrum der enzymatischen Veresterung von Elaidinsäure und Ölsäure
(50:50-Gemisch) mit n-Butanol in n-Hexan
[Immobilisierte Lipase A von Candida antarctica: CL-5 (3); Versuch 16]
Zuordnung der Signale in den Abbildungen 114 und 115:
1: Elaidinsäuremethylester 3: Elaidinsäurebutylester
2: Ölsäuremethylester 4: Ölsäurebutylester
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Abbildung 116: GC-Spektrum der enzymatischen Umesterung von trans- und cis-10-Octa-
decensäuremethylester (80:20-Gemisch) mit n-Butanol in n-Hexan
[Lipase von Candida cylindracea: CCL (2); Versuch 30]
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Abbildung 117: GC-Spektrum der enzymatischen Umesterung von trans- und cis-13-Octa-
decensäuremethylester (80:20-Gemisch) mit n-Butanol in n-Hexan
[Immobilisierte Lipase A von Candida antarctica: CL-5 (3); Versuch 42]
Zuordnung der Signale in den Abbildungen 116 und 117:
1: trans-Octadecensäuremethylester 3: trans-Octadecensäurebutylester
2: cis-Octadecensäuremethylester 4: cis-Octadecensäurebutylester
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Abbildung 118: GC-Spektrum der enzymatischen Veresterung von Linolensäure und
Linolenelaidinsäure (50:50-Gemisch) mit n-Butanol in n-Hexan
[Lipase von Candida cylindracea: CCL (2); Versuch 45]
min10 12 14 16 18
2
3
41
Abbildung 119: GC-Spektrum der enzymatischen Veresterung von Linolensäure und
Linolenelaidinsäure (50:50-Gemisch) mit n-Butanol in n-Hexan
[Immobilisierte Lipase A von Candida antarctica: CL-5 (3); Versuch 47]
Zuordnung der Signale in den Abbildungen 118 und 119:
1: Linolenelaidinsäuremethylester 3: Linolenelaidinsäurebutylester
2: Linolensäuremethylester 4: Linolensäurebutylester
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Abbildung 120: GC-Spektrum der enzymatischen Umesterung eines cis/trans-Isomeren-
gemisches von Linolsäuremethylester mit n-Butanol in n-Hexan
[Lipase von Candida cylindracea: CCL (2); Versuch 51]
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Abbildung 121: GC-Spektrum der enzymatischen Umesterung eines cis/trans-Isomeren-
gemisches von Linolsäuremethylester mit n-Butanol in n-Hexan
[Immobilisierte Lipase A von Candida antarctica: CL-5 (3); Versuch 54]
Zuordnung der Signale in den Abbildungen 120 und 121:
1:  9t,12t-18:2-Methylester 5:  9t,12t-18:2-Butylester
2:  9c,12t-18:2-Methylester 6:  9c,12t-18:2-Butylester
3:  9t,12c-18:2-Methylester 7:  9t,12c-18:2-Butylester
4:  9c,12c-18:2-Methylester 8:  9c,12c-18:2-Butylester
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Abbildung 122: GC-Spektrum der enzymatischen Veresterung von 9c,11t-18:2 und
9t,11t-18:2 (50:50-Gemisch) mit n-Butanol in n-Hexan
[Lipase von Candida cylindracea: CCL (2); Versuch 55]
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Abbildung 123: GC-Spektrum der enzymatischen Veresterung von 9c,11t-18:2 und
9t,11t-18:2 (50:50-Gemisch) mit n-Butanol in n-Hexan
[Immobilisierte Lipase A von Candida antarctica: CL-5 (3); Versuch 56]
Zuordnung der Signale in den Abbildungen 122 und 123:
1:  9c,11t-18:2-Methylester 3:  9c,11t-18:2-Butylester
2:  9t,11t-18:2-Methylester 4:  9t,11t-18:2-Butylester
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Abbildung 124: GC-Spektrum der enzymatischen Veresterung von 9c,11t-18:2 und
10t,12c-18:2 (50:50-Gemisch) mit n-Butanol in n-Hexan
[Lipase von Candida cylindracea: CCL (2); Versuch 57]
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Abbildung 125: GC-Spektrum der enzymatischen Veresterung von 9c,11t-18:2 und
10t,12c-18:2 (50:50-Gemisch) mit n-Butanol in n-Hexan
[Immobilisierte Lipase A von Candida antarctica: CL-5 (3); Versuch 58]
Zuordnung der Signale in den Abbildungen 124 und 125:
1:  9c,11t-18:2-Methylester 3:  9c,11t-18:2-Butylester
2: 10t,12c-18:2-Methylester 4: 10t,12c-18:2-Butylester
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Abbildung 126: GC-Spektrum eines CLA-Methylester-Isomerengemisches der Firma Sigma
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Abbildung 127: Silberionen-HPLC-Spektrum eines CLA-Methylester-Isomerengemisches
der Firma Sigma
Zuordnung der Signale in Abbildung 126:
1:  9c,11t-18:2-Methylester  (und 8t,10c-18:2-Methylester)
2: 11c,13t-18:2-Methylester
3: 10t,12c-18:2-Methylester
4:  9t,11t-18:2-Methylester  (und 10t,12c-18:2-Methylester)
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Abbildung 128: GC-Spektrum der enzymatischen Umesterung eines CLA-Methylester-
Isomerengemisches mit n-Butanol in n-Hexan
[Lipase von Candida cylindracea: CCL (2); Versuch 60]
Zuordnung der Signale:
1:  9c,11t-18:2-Methylester 5:  9c,11t-18:2-Butylester
2: 11c,13t-18:2-Methylester 6: 11c,13t-18:2-Butylester
3: 10t,12c-18:2-Methylester 7: 10t,12c-18:2-Butylester
4:  9t,11t-18:2-Methylester 8:  9t,11t-18:2-Butylester
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